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1 UVOD 
 
Tartufi oz. gomoljike so ene izmed najdražjih gliv na svetu, ki so znane po svojem 
edinstvenem vonju in okusu. V laičnem jeziku se uporablja predvsem poimenovanje 
tartufi, ki je prevzeto iz italijanskega jezika iz besede ''tartufo'' (it.), katera se je verjetno 
razvila iz latinskega jezika ''tufer'' kar pomeni zemeljska goba (Snoj, 2016). V Evropi jih 
najdemo predvsem na področju Francije, Španije in Italije ter na Hrvaškem, v Sloveniji in 
na Madžarskem. Poznanih je okoli 180 vrst, med katerimi sta komercialno najbolj cenjeni 
Tuber magnatum in Tuber melanosporum (Augustyn in sod., 2017). Najpomembnejši 
parameter kakovosti tartufov je aroma, ki jo sestavljajo hlapne organske spojine (HOS) kot 
so alkoholi, aldehidi, ketoni, organske kisline in žveplove spojine (Splivallo in sod., 2011). 
Nanjo vpliva vrsta, dozorelost, genotip, mikrobna združba, podnebje in sestava tal (Patel in 
sod., 2017).  
 
Aromatski profil tartufov se lahko uporabi za določevanje in razlikovanje med vrstami ter 
geografskim poreklom (Palacios in sod., 2014). Ugotavljanje pristnosti arom je pomembno 
zaradi ekonomskega interesa proizvajalcev (Díaz in sod., 2003) in s tem povezanimi 
možnimi potvorbami. Ker imajo tartufi izjemno visoke nakupne cene, so pogosto 
izpostavljeni potvorbam. Metode za določevanje HOS so se pokazale kot ustrezne za 
ugotavljanje avtentičnosti (Díaz in sod., 2003). Pri potvorbah se najpogosteje zamenjuje 
cenejše vrste tartufov z dražjimi. Zaradi podobnosti med vrstami pride do zamenjav npr. 
cenejšo vrsto T. indicum, ki izvira iz Kitajske zamenjujejo za dražjo T. melanosporum, saj 
jih laiki težko razlikujejo na podlagi morfoloških lastnosti (Splivallo in Culleré, 2016). Do 
neskladnosti prihaja tudi v izdelkih s tartufi, kjer navajajo arome kot naravne, pri čemer so 
bile uporabljene sintetične. Preverjanje pristnosti živil je pomembno za zagotavljanje 
varnosti in kakovosti hrane, varstva potrošnikov, pa tudi za skladnost z mednarodno 
zakonodajo, mednarodnimi standardi in drugimi smernicami (Hong in sod., 2017). 
 
Zaradi pokvarljivosti tartufov in težavnega zagotavljanja takojšnjih analiz, ki morajo biti 
opravljene v nekaj dnevih po nabiranju (Marco in sod., 2018) se pojavi potreba po 
primernem načinu shranjevanja, ki bi ohranil tipičen aromatski profil HOS, karakterističnih 
za določeno vrsto tartufa. Dehidracija in površinska rast bakterij namreč izjemno 
spremenita teksturo in intenzivnost arome (Marco in sod., 2018). Izguba HOS, oksidacija 
in encimske reakcije pa predstavljajo velik problem med skladiščenjem tartufov (Palacios 
in sod., 2014). Liofilizacija je bila v predhodnih objavah omenjena, da v primerjavi z 
drugimi metodami kot so sušenje, zamrzovanje in sterilizacija, omogoča najboljše 
ohranjanje ključnih komponent arome in predstavlja najboljšo možnost za shranjevanje 
tartufov (Campo in sod., 2017). Z uporabo te metode smo želeli preveriti ali bi lahko na 
podlagi aromatskega profila HOS liofiliziranih tartufov lahko določevali morebitne 
potvorbe, s čimer bi pridobili več časa za izvajanje analiz.  
 
V preteklosti ni zaslediti študij, ki bi se ukvarjale z določevanjem vrst na podlagi 
aromatskega profila HOS liofiliziranih tartufov. Nekatere predhodne študije so preučevale 
vpliv geografskega porekla na aromatski profil HOS v tartufih, s katerimi pa so ugotovili 
razlike v sestavi HOS glede na območja pridelave (Díaz in sod., 2003; Gioacchini in sod., 
2008; Hilszczańska in sod., 2016; Splivallo in Ebeler, 2015). Raziskave so potekale le na 
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zamrznjenih in svežih vzorcih, medtem ko razlikovanje liofiliziranih tartufov še ni bilo 
raziskano.  
 
V magistrskem delu smo raziskali vpliv liofilizacije na štiri vrste tartufov (T. aestivum, T. 
brumale, T. magnatum in T. melanosporum), tako da smo primerjali aromatski profil HOS 
svežih in liofiliziranih tartufov. Ugotavljali smo ali iz rezultatov določevanja HOS 
liofiliziranih tartufov lahko razlikujemo med posameznimi vrstami tartufov (T. aestivum, 
T. brumale, T. magnatum in T. melanosporum) in geografskim poreklom vrste T. aestivum 
vzorčene iz štirih različnih območij v Sloveniji. V raziskavo smo vključili tudi vpliv 
devetmesečnega shranjevanja liofiliziranih tartufov (s tem povezane spremembe v 
aromatskem profilu) in zmožnosti ločevanja med vrstami. Zanimalo nas je tudi, ali sočasna 
liofilizacija večih različnih vzorcev (različnih vrst tartufov) v liofilizatorju lahko vpliva na 
spremembe v aromatskem profilu HOS posameznega vzorca. 
 
Za določevanje HOS v tartufih smo uporabili razvito metodo mikroekstrakcije na trdem 
nosilcu iz plinaste faze nad vzorcem (HS-SPME) s plinsko kromatografijo sklopljeno z 
masno spektrometrijo (GC-MS). Zanesljivi rezultati ugotavljanja HOS v tartufih so 
pomembni, saj prispevajo h kakovosti in zaščiti porekla slovenskega tartufa. 
 
1.1 NAMEN DELA  
 
Namen dela je bil ugotoviti ali lahko na osnovi rezultatov določevanja hlapnih organskih 
spojin (HOS) liofiliziranih tartufov razlikujemo med posameznimi vrstami tartufov in 
geografskim poreklom. Za primerjavo smo uporabili podatke o aromatskem profilu HOS 
svežih tartufov. Upoštevali smo tudi ločevanje med vrstami liofiliziranih tartufov po 9 
mesecih shranjevanja. Poleg tega smo želeli preveriti ali sočasna liofilizacija različnih 
vzorcev (različnih vrst tartufov) v liofilizatorju vpliva na spremembe v aromatskem profilu 
HOS posameznega vzorca.  
 
1.2  DELOVNI HIPOTEZI 
 
 Iz rezultatov določevanja HOS liofiliziranih tartufov lahko razlikujemo med 
različnimi vrstami tartufov in določamo njihov izvor. 
 
 Sočasna liofilizacija večjega števila vzorcev v liofilizatorju vpliva na spremembe v 
aromatskem profilu HOS tartufov. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 TARTUFI 
 
Gomoljike oz. tartufi so užitne podzemne glive, ki so zelo cenjene predvsem zaradi njihove 
arome, manj zaradi njihove hranilne vrednosti. Običajno jih uživamo surove, kot dodatek k 
jedem. Njihova značilnost je zelo visoka cena, od 100 € pa tudi do 6000 € na kilogram, 
odvisno od vrste in velikosti (Costa in sod., 2015; Patel in sod., 2017; Wang in Marcone, 
2011). Visoka cena je posledica njihovega težavnega postopka nabiranja, njihove redkosti, 
sezonske razpoložljivosti in pokvarljivosti (Patel in sod., 2017; Splivallo in Cullere, 2016). 
Izmed vseh poznanih vrst, ki jih je okoli 180, je komercialno zanimivih samo 10-15 
(Splivallo in Cullere, 2016). Rastejo v različnih delih Evrope (zlasti v Franciji, Italiji, 
Angliji, Španiji in na Hrvaškem), Avstraliji, Novi Zelandiji, Severni Ameriki (pacifiški 
severozahod in Britanska Kolumbija), Aziji (Kitajska in Bližnji vzhod) in Afriki (Berch in 
Bonito, 2016).  
 
Ker se tartufi pojavljajo na globinah do približno 30 centimetrov pod zemljo, jih je težko 
najti. Iskanje tartufov se tako običajno izvaja s pomočjo izurjenih psov ali prašičev, ki 
zaznajo intenziven vonj tartufov. Pes zazna zrel tartuf na razdalji 50 m ali celo več. 
Pomembno je, da se tartufe pobira, ko polno dozorijo, saj imajo takrat najboljše senzorične 
lastnosti. Čeprav so tartufi zelo zaželeni in iskani kot živilo, je neposredno gojenje tartufov 
težavno (Augustyn in sod., 2017; Katanić in sod., 2017). Zaradi široke uporabe v kulinariki 
in presežka potreb glede na nabrane količine, je dandanes gojenje prisotno in zakonsko 
urejeno v številnih državah z ustreznim podnebjem na vseh celinah (sredozemsko, 
celinsko, oceansko) (Grebenc in sod., 2013). 
 
Na aromatski profil tartufov vplivajo tudi okoljski dejavniki. Da se tartufi razvijejo, 
potrebujejo specifične okoljske razmere. Dobro uspevajo v kontinentalni in mediteranski 
klimi. Za rast tartufov so ključnega pomena primerna temperatura in količina vlage v tleh, 
predvsem v začetku vegetacijskega obdobja, ko začnejo oblikovati in razvijati plodna 
telesa. Poleg tega ima velik pomen tudi sestava tal npr. tartufi belih vrst uspevajo na 
apnenčastih in ilovnato-peščenih tleh (Katanić in sod., 2017). 
 
2.1.1 Botanične, morfološke in ekološke značilnosti tartufov 
 
Tartuf je užitna podzemna gliva, ki jo uvrščamo v rod Tuber, red Pezizales, vrsto 
Ascomycota ter kraljestvo Fungi. Raziskovalci ocenjujejo, da je v rodu Tuber približno 185 
vrst tartufov. V letu 2010 so znanstveniki identificirali 11 kladov (skupin, ki vključujejo 
vse potomce enega skupnega prednika). Med njimi so Rufum, Melanosporum, Puberulum, 
Maculatum in Macrosporum na celotni severni polobli; Gennadii in Multimaculatum samo 
v Evropi; Japonicum samo v Aziji; Gibbosum samo v Severni Ameriki; ter Aestivum in 
Excavatum v Evropi in Aziji. Različne vrste se po velikosti razlikujejo od velikosti graha 
do pomaranče (Augustyn in sod., 2017). Oblika tartufa je običajno nepravilno kroglasta, z 
zgubano zunanjo površino (Costa in sod., 2015).  
 
Tartufi uspevajo v gozdovih na področjih zmerne klime. So saprofiti, povezani s 
koreninami dreves, v obojestransko koristnem združenju imenovanem mikoriza (Augustyn 
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in sod., 2017). Posledica sožitja je dvosmerna izmenjava hranil in vode med glivo in 
rastlino (Grebenc in sod., 2013). Tartufi prejmejo hranilne snovi, ki jih črpajo iz drevesa, 
medtem ko slednji prejme več vode in mineralov iz glivičnega micelja (Costa in sod., 
2015). Dolgotrajno simbiozo oblikujejo s številnimi drevesnimi vrstami: hrast, topol, brest, 
bukev, kostanj, breza, lešnik, bor idr. (Patel, 2016). Enkrat, ko se tartufi oblikujejo na 
določenem območju, jih je mogoče najti vsako leto pod istimi drevesi, ki so specifične za 
vrsto. Nekateri gozdovi so celo označeni kot »gozdovi tartufov« (Costa in sod., 2015). 
 
Gomoljike gredo čez zapleten življenjski cikel, od začetka, ko micelij vstopi v 
ektomikorizo s koreninami dreves ali grmovnic, do končne faze ko pride do agregacije hif 
in razvoja ploda, ki ima aksus, v katerem se preko mejoze tvorijo askospore. Če tartufi ne 
tvorijo simbioze s koreninami rastlin in je ektomikoriza onemogočena, tartufi ne morejo 
oblikovati plodnih teles (Katanić in sod., 2017). Po zorenju spor, tartufi oddajajo 
intenzivno aromo, ki deluje kot privlačen signal za fungivore oz. živali, ki spodbujajo 
razmnoževanje tartufov (Costa in sod., 2015). 
 
2.1.2 Vrste tartufov 
 
Vrste tartufov na splošno razlikujemo na podlagi njihovih plodnih teles (po barvi in 
površini skorje ter mesa) in obliki spor (Katanić in sod., 2017). Najbolj poznani vrsti sta 
zimski beli tartuf (T. magnatum) in zimski črni tartuf (T. melanosporum). Med drugimi 
tartufi, ki so uporabljeni v kulinariki, najdemo črni tartuf muškat (T. brumale), kitajski črni 
tartuf (T. indicum), himalajski črni tartuf (T. himalayense), poletni črni tartuf (T. aestivum) 
in jesenski črni tartuf (T. mesentericum) (Augustyn in sod., 2017). Vsaka vrsta tartufa 
zahteva specifično lego ter potrebne klimatske razmere, ki ji omogočajo rast (Costa in sod., 
2015).  
 
Poletni tartufi (Tuber Aestivum Vittad.) je najbolj razširjena vrsta v Evropi (Katanić in 
sod., 2017). Najbolj značilen je za bukove gozdove (Augustyn in sod., 2017). Njeni 
potencialni gostitelji so tudi lešnik, hrast, gaber, bukev, lipa, topol, breza, jelka, smreka, 
bor in cedra, ki so dobro razširjeni po vsej Evropi. Zraste od premera 2 cm pa do več kot 
10 cm. Skorja je rjave do črne barve, notranjost pa je ob polni zrelosti temno rjava z belimi 
žilami. Najpogosteje raste v severni Italiji in nekaterih delih Francije (Wang in Marcone, 
2011). Čas obiranja je med junijem in septembrom (Molinier in sod., 2013). Uspeva lahko 
na peščenih do glinenih ali ilovnatih tleh, ki vsebujejo več mulja in organske snovi. 
Potrebuje oceansko, polkontinentalno ali celinsko podnebje z dovolj dežja poleti in ne 
prenizkimi temperaturami jeseni. Genska zasnova mu omogoča prilagajanje različnim 
ekosistemom in podnebjem (Katanić in sod., 2017). Najbolj značilne HOS vrste T. 
aestivum so dimetil sulfid, dimetil disulfid, metional, 3-metil-1-butanol, 1-heksen-3-on in 
3-etilfenol, ki dajejo aromo po žveplu, kuhanem krompirju, usnju in kovini (Culleré in 
sod., 2010; Wang in Marcone, 2011).  
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Slika 1: Tartuf vrste Tuber aestivum (MFA, 2020). 
 
Beli tartuf (Tuber magnatum Pico) predstavlja eno izmed najbolj cenjenih živil francoske 
in italijanske kuhinje. Razširjeni so v severni Italiji, predvsem v regijah Piemont, Toskana, 
Emilija Romana in v južnem delu Švice. Njegov premer doseže do 12 cm, tehta pa do 
500 g. Barva skorje je svetlo rumena do svetlo rjava s temnejšimi lisami. Notranjost je pri 
zrelem tartufu rjava s številnimi belimi žilami. Čas obiranja je od sredine oktobra do 
začetka januarja. Rastejo v gozdovih z malo sončne svetlobe na izjemno mehki in vlažni 
zemlji bogati s kalcijevim karbonatom. Gostiteljska drevesa so italijanska jelša, topol, hrast 
in leska (Wang in Marcone, 2011). Med vsemi vrstami velja za najdražjo in pa tudi najbolj 
redko. Njegova aroma spominja na vonj po siru in česnu. Za to vrsto je značilna prisotnost 
2,4-ditiapentana oz. bis(metiltio)metana (Costa in sod., 2015; Splivallo in Cullere, 2016).  
 
 
 
Slika 2: Tartuf vrste Tuber magnatum iz hrvaške Istre (CTI, 2020). 
 
Črni tartuf (Tuber melanosporum Vittad.) velja za eno izmed najbolj aromatičnih vrst 
tartufa in ga označujejo kot »črni diamant kuhinje«. Razširjen je v Franciji, Španiji, Italiji, 
nekaterih delih Hrvaške in Srbije ter v severni Španiji (Splivallo in Cullere, 2016). Raste 
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izključno pod hrastovimi in lipovimi drevesi. Njegova aroma spominja na zatohlo, po 
radiču in lešniku. Zraste do premera 7 cm in do 100 g mase. Njegova skorja je obarvana 
rjavo ali črno. Ob nedozorelosti je notranjost bela, ko dozori pa se spremni v črno z belimi 
žilami. Čas obiranja je od konca novembra do začetka marca. Rastejo na ravnih pobočjih v 
gozdovih z veliko sončne svetlobe. Za njihovo rast mora biti prst bogatejša s kalcijem oz. 
vsebovati apnenčaste kamnine, ki imajo določen odstotek glinenih delcev, ki zadržujejo 
več vlage. Vrednost pH zemlje mora biti nad 7,5, optimalno je 7,9 (Katanić in sod., 2017; 
Wang in  Marcone, 2011). 2,3 butanedion, dimetil disulfid, etil butirat, dimetil sulfid, 
3-metil-1-butanol in 3-etil-5-metilfenol so značilne HOS za to vrsto tartufa (Liu in sod., 
2013). Ima aromo po radiču, cikorji, lešnikih in gnilem (Katanić in sod., 2017; Wang in 
Marcone, 2011). 
 
 
 
Slika 3: Tartuf vrste Tuber melanosporum (Antropocene, 2019a). 
 
Tuber brumale (črni tartuf) ima poleg že omenjenih vrst pomemben gastronomski pomen  
(Merényi in sod., 2016). Kot običajno vrsto jo najdemo v večini evropskih držav (npr. 
Franciji, Italiji, Madžarski, Srbiji, Romuniji in Sloveniji), medtem ko jih v nekaterih 
državah ne zasledimo oz. le redko (npr. Anglija, Nemčija, Poljska in skandinavskih 
državah) (Grebenc, 2008; Marjanovič, 2008; Bratek in sod., 2013). Njegova aroma je 
podobna aromi vrste T. melanosporum (Kiss in sod., 2011). Značilnost te vrste je manjša 
velikost plodov, kar se kaže v oteženem in dolgotrajnejšem nabiranju (Martin-Santafe in 
sod., 2014). Čas nabiranja je med novembrom in marcem (Merényi in sod., 2016). Njegova 
skorja je črne barve (Bonito in sod., 2013), meso pa črno-sivo z redkimi belimi žilami 
(Wang in Marcone, 2011). Kiss in sod. (2011) poročajo, da je med HOS vrste T. brumale 
prevladujejo 1,2,4-trimetoksibenzen, 1,4-dimetoksibenzen in 1-metoksi-3-metilbenzen. 
Ima značilno aromo po zemlji (Splivallo in Cullere, 2016).  
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Slika 4: Tartuf vrste Tuber brumale (Antropocene, 2019b). 
 
2.2 HLAPNE ORGANSKE SPOJINE V TARTUFIH 
 
Aroma nam poda informacije o kakovosti, svežini in varnosti živila (Alimelli in sod., 2007; 
Di Natale in sod., 2006; Santonico in sod., 2008). Je najbolj pomemben parameter 
kakovosti tartufov (Feng in sod., 2019). Prve študije, ki so se začele ukvarjati z 
raziskovanjem HOS v tartufih so bile izvedene kmalu po tem, ko so bili v drugi polovici 
20. stoletja razviti prvi instrumenti plinske kromatografije in masne spektrometrije 
(Splivallo in sod., 2011). Leta 1980 sta Ney in Freitag prva opisala glavne HOS tartufa 
vrste T. melanosporum. Z leti se je število opisanih HOS v tartufih povečevalo, kar je 
posledica večje občutljivosti metod in instrumentov (Splivallo in sod., 2011). 
 
HOS so spojine z visokim parnim tlakom (Splivallo in sod., 2011). Ključno vlogo v 
tartufih imajo alkoholi, aldehidi, ketoni, organske kisline in žveplene spojine. Čeprav je 
bilo v enajstih vrstah identificiranih več kot 200 HOS, aromatski profil ene vrste običajno 
določa 30 – 60 aromatskih komponent (Díaz in sod., 2003; Gioacchini in sod., 2008; 
Mauriello in sod., 2004; Splivallo in sod., 2011). Nekatere izmed teh HOS niso prisotne 
samo pri tartufih, ampak so lahko značilne tudi za druge glive in rastline. Pojavljajo pa se 
tudi HOS, ki so specifične samo za tartufe oz. lahko tudi samo za eno vrsto tartufa kot je na 
primer 2,4-dithiapentan, ki je značilen za tartuf vrste T. magnatum (Splivallo in Cullere, 
2016). Najpogostejše HOS v tartufih so predstavljene v preglednici 1. 
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Preglednica 1: Najpogostejše hlapne organske spojine (HOS) v tartufih, pripadajoči opisniki arome ter 
verjetna tvorba (Feng in sod., 2019; Lee, 2012; Marco in sod., 2018; Cullerre in sod., 2010; Campo in sod., 
2017; Ma in sod., 2018; Kamle in sod., 2017; Talou in sod., 1989; PubChem, 2020; Delgado in sod., 2011). 
Hlapne organske spojine Opisnik arome Tvorba (verjetna) 
Alkoholi in aldehidi   
2-metilbutanol Po sladu Razgradnja izolevcina 
2-metilbutanal Po kakavu, mandljih Razgradnja izolevcina 
3-metilbutanal Po zelenem, oreščkih, kakavu Razgradnja levcina 
1-okten-3-ol Po gobah, zemlji Razgradnja maščob 
Benzaldehid Sladkobno, grenko, po mandljih Razgradnja fenilalanina 
Benzenacetaldehid Sladkobno, po medu Razgradnja fenilalanina 
Heksanal Sadežno, sladkobno, po travi, listju Produkt lipidne oksidacije 
   
Ketoni   
3-oktanon Po gobah, zeliščih Iz maščobnih kislin 
1-okten-3-on 
2,3-butandion 
Po gobah, zemlji, gnilem 
Po maslu, kremi 
Iz maščobnih kislin 
Iz malolaktične fermentacije 
   
Organske kisline   
Ocetna kisina Po kisu Razgradnja OH, maščob 
2-metilbutanojska kislina 
3-metilbutanojska kislina 
Po kislem, maščobi 
Po siru, kislem, grenkem 
Razgradnja prostih AK 
Razgradnja prostih AK 
   
Žveplove spojine   
Dimetil sulfid Po česnu, žveplu in zelju Razgradnja L-metionina 
Dimetil disulfid Po črnih oljkah in žveplu Razgradnja L-metionina 
2,4-ditiapentan Po česnu in žveplu Razgradnja L-metionina 
Metional Po kuhanem krompirju Razgradnja L-metionina 
Legenda: OH=ogljikovi hidrati, AK= aminokisline 
 
Aroma običajno definira vrsto tartufa in aromatski profil deluje kot orodje za 
prepoznavanje in razlikovanje vrst med seboj (Palacios in sod., 2014). Navadno v tartufih 
zaznamo aromo po siru, zemlji, česnu, usnju različnih intenzivnosti (Xiao in sod., 2015). 
Predhodne raziskave poročajo, da so žveplove spojine in kartkoverižni aldehidi 
prevladujoče in značilne komponente arome tartufov, čigar vsebnost je odvisna od vrste 
tartufa, geografskega porekla in metode skladiščenja (Costa in sod., 2015). Nejasno je 
kateri od dejavnikov prevladuje pri oblikovanju arome določene vrste tartufa. Kljub 
spremenljivosti aromatskih profilov so tartufom iste vrste skupne nekatere HOS, ki lahko 
služijo kot orodje za identifikacijo vrste (Gioacchini in sod., 2005).  
 
Dejavniki, ki vplivajo na aromo v tartufih: 
 
 Specifičnost vrste 
Aromatski profil se med vrstami tartufov razlikuje (Mauriello in sod., 2004). Vrstno 
specifične HOS prispevajo k specifičnemu vonju določene vrste (Splivallo in sod., 2011). 
Primer takšnih spojin sta spojini 3-metil-4,5-dihidrotiofen in 2-metil-4,5-ditiofen, ki sta bili 
identificirani samo pri vrsti T. borchii Vittad. (Bellesia in sod., 2001; Splivallo in sod., 
2015; Splivallo in sod., 2011). Že omenjeni 2,4-ditiapentan pa je kot prevladujoča 
komponenta prisoten pri vrsti T. magnatum, identificiran pa je bil tudi pri vrsti T. 
panniferum (Mauriello in sod., 2004; Splivallo in sod., 2011).  
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 Genotip 
Splivallo in sod. (2014) poročajo, da so zaradi različnega genotipa tartufi vrste T. indicum, 
ki so se razprostirali okoli različnih dreves v nasadu, producirali različne koncentracije 
HOS z 8 ogljikovimi atomi. Na genetski ravni so bili pri vrsti T. borchii opisani trije geni, 
ki kodirajo najpomembnejše encime izoprenoidne biosinteze, pa tudi njihovo aktivnost 
(Guidi in sod., 2006). Vpliv genotipa lahko ocenimo z uporabo vzorcev, ki so bili nabrani 
na istem mestu ob hkratni predpostavki da so tla homogena (Splivallo in sod., 2011).  
 
 Zrelost 
Zrelost vpliva na pojav nekaterih HOS. Zeppa in sod. (2004) poročajo, da je vsebnost 
tiofenskih derivatov odvisna od zrelosti ter, da so se v svežih tartufih vrste T. borchii 
pojavili le v popolnoma zrelih tartufih. Vsebnost anisola so Talou in sod. (1989) opisovali 
kot pokazatelja prezrelih tartufov. Med postopkom zorenja pri vrsti T. melanosporum se 
koncentracija izolevcina močno poveča, medtem ko koncentracije levcina, valina in 
fenilalanina ostanejo nespremenjene (Harki in sod., 2006), kar povzroči, da zreli tartufi 
lahko sintetizirajo večje koncentracije 2-metilbutanala kot nezreli (Splivallo in sod., 2011). 
Med zorenjem vrste T. melanosporum vsebnost maščobnih kislin doseže največjo vrednost, 
kar predstavlja tudi do 13 % povečanje med nezrelo in zrelo fazo. Linolenska kislina, iz 
katere se sintetizira 1-okten-3-ol je bila opisana kot prevladujoča maščobna kislina v vseh 
fazah zrelosti, kar predstavlja 56 % vsebnost celotne vsebnosti maščobnih kislin v 
popolnoma zrelih tartufih (Harki in sod., 2006; Splivallo in sod., 2011). Zeppa in sod. 
(2004) poročajo, da je pri vrsti T. borchii, ki je v polni zrelosti, prisotnega več 
1-okten-3-ola, kot pri nezrelih tartufih, medtem ko lahko vrsta T. melanosporum 
1-okten-3-ol sintetizira pri različnih stopnjah zrelosti (Splivallo in sod., 2011). 
 
 Mikrobna združba 
Mikroorganizmi imajo pomembno vlogo pri tvorbi arome. Med postopkom reprodukcije 
tartufa, se mikrobi ujamejo v trosnjak (plodno telo). Naseli se raznolika mikrobna združba, 
med katerimi so prevladujoče bakterije. Meso tartufov vrste T. aestivum, T. melanosporum, 
T. borchii in T. magnatum naseljujejo predvsem α-proteobakterije in bakterije rodu 
Bradyhizobium (Splivallo in sod., 2011; Vahdatzadeh in sod., 2019). V preteklosti so 
Buzzini in sod. (2005) raziskali, da so kvasovke, ki so bile izolirane iz T. magnatum in T. 
melanosporum in so rastle v prisotnosti L-metionina, sposobne proizvajati nekatere ključne 
komponente arome tartufa. Avtorji so domnevali, da bi lahko kvasovke, ki so bile prisotne 
na površini plodnih teles, imele enako vlogo. Splivallo in sod. (2015) ter Splivallo in 
Ebeler (2015) poročajo, da bakterije v stiku z askokarpom tartufa prispevajo k aromi in 
vsebnosti žveplovih spojin, predvsem derivatov tiofena. 
 
 Geografsko poreklo 
Díaz in sod. (2003) navajajo, da geografski izvor pomembno vpliva na sestavo HOS v 
tartufih. Gioacchini in sod. (2008) in Vita in sod. (2015) so mnenja, da se tartufi vrste T. 
magnatum, ki so bili nabrani na različnih geografskih področjih lahko razlikujejo v 
aromatskem profilu, še posebej v vsebnosti hlapnih terpenoidov. Splivallo in Ebeler (2015) 
sta pri analizi zamrznjenega tartufa vrste T. borchii prišla do zaključka, da geografski izvor 
vpliva na vsebnost tiofenskih derivatov. Z izvorom so povezani okoljski dejavniki med 
katere štejemo temperaturo, vlažnost in padavine. Ocenjevanje vpliva okoljskih dejavnikov 
na aromo tartufov predstavlja velik izziv. Za to potrebujemo, le tartufe, ki izvirajo iz istega 
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območja in imajo isto genetsko ozadje, vendar so bili pobirani v različnih letnih časih, da 
bi ocenili vpliv okoljskih dejavnikov (Splivallo in sod., 2011).  
 
2.2.1 Alkoholi in aldehidi 
 
2-metil-1-butanol, 3-metil-1-butanol, 2-metil-1-butanal in 3-metil-1-butanal so skupni 
številnih vrstam tartufov (Splivallo in Cullere, 2016). Sklepa se, da lahko te spojine 
izhajajo iz razgradnje aminokislin (levcin in izolevcin) preko Ehrlichove poti (Kamle in 
sod., 2017; Splivallo in sod., 2011; Talou in sod., 1989). Pri tej se najprej izvede 
transaminacija aminokisline v α-keto kislino, kateri sledi dekarboksilacija (Hazelwood in 
sod, 2008). Lipidna oksidacija povzroči nastanek aldehidov z linearno verigo kot so 
heksanal in heptanal. Skorja, ki je bolj izpostavljena okoliški atmosferi ima višje vsebnosti 
aldehidov z linearno verigo v primerjavi z mesom tartufov (Bellesia in sod., 2001). Spojina 
1-okten-3-ol, ki je pomembna tako pri tartufih in pa tudi glivah na splošno, je sintetizirana 
iz linolenske kisline, ki je dominantna maščobna kislina pri vrsti T. melanosporum 
(Splivallo in Cullere, 2016).  
 
2.2.2 Ketoni 
 
Nekatere HOS, ki so prisotne v tartufih so posledica encimskih in oksidativnih reakcij kot 
na primer pretvorba nenasičenih maščobnih kislin v HOS in redukcija 1-okten-3-ona v 
3-oktanon (Palacios in sod., 2014). Campo in sod. (2017) so 1-okten-3-on identificirali v 
svežih tartufih in navajali, da se njegova vsebnost poveča s postopkom liofilizacije, 
sušenjem in zamrzovanjem, sterilizacija pa povzroči njegovo zmanjšanje. Aceton, ki se 
tudi pojavlja v tartufih nastane iz maščobnih kislin preko oksidacije in dekarboksilacije 
(Talou in sod., 1989). V nekaterih objavah poročajo o identifikaciji 2,3-butandiona (Marco 
in sod., 2018; Campo in sod., 2017). 
 
2.2.3 Organske kisline 
 
V nekaterih objavah najdemo podatke o vsebnosti ocetne kisline (Campo in sod., 2017; 
Marco in sod., 2018), ki naj bi se z uporabo liofilizacije, sušenja, zamrzovanja ali 
sterilizacije izgubila. Feng in sod. (2019) pa navajajo vsebnost 2-metilbutanojske in 
3-metilbutanojske kisline v tartufih vrste T. sinesis, T. sinoalbidum in T. sinoexcavatum. 
 
2.2.4 Žveplove spojine 
 
Žveplove spojine imajo pomemben vpliv na aromo, saj imajo zelo nizek prag zaznave 
(Guadagni in sod., 1963). Tvorijo jih bakterije, ki so običajno odgovorne za zorenje in 
nastanek aromatskih komponent sira (Splivallo in sod., 2011). Dimetil sulfid, dimetil 
disulfid, dimetil trisulfid bi lahko nastali iz razgradnje L-metionina (Splivallo in sod., 
2011). Splivallo in sod. (2011) menijo, da obstajata dve biosintetski poti. L-metionin se 
lahko pretvori v metanetiol z C-S liazo ali se transaminira v 3-metiltio-2-oksobutirično 
kislino, ki nato preko intermediatov tvori metanetiol. Ta se nato razgradi do dimetil sulfida 
in dimetil disulfida. Biosintetske poti, ki vodijo do kompleksnejših HOS (tiofenski derivati 
in 2,4-dithiapentan) niso popolnoma jasne. L-metionin ostaja možen prekurzor (Splivallo 
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in Cullere, 2016). Splivallo in sod. (2015) navajajo, da je bila pri vrsti T. borchii 
ugotovljena povezava med koncentracijo tiofenskih derivatov in poseljenostjo mikrobne 
združbe med shranjevanjem pri sobni temperaturi.  
 
2.2.5 Izoprenoidi (terpenoidi) 
 
Izoterpenoidi spadajo v skupino sekundarnih metabolitov, ki jih sintetizirajo višji 
evkarionti in nekatere bakterije po mevalonatni poti (Kuzuyama in Seto, 2003). V plodnih 
telesih tartufov so bili odkriti hlapni terpenoidi, predvsem pri vrstah belih tartufov. 
Gioacchini in sod. (2008) so s pomočjo metode SPME-GC/MS identificirali terpenoide v 
tartufih vrste T. magnatum v različnih italijanskih regijah. Limonen, ki ima svežo aromo po 
citrusih (Feng in sod., 2019), je bil prisoten pri vseh vzorcih, medtem ko je bilo cedrol 
zaznati le v vzorcu iz Piemonta, kar kaže na to, da bi lahko specifične HOS lahko služile 
kot orodje za zanesljivo geografsko sledljivost. V nasprotju z belimi vrstami, imajo vrste T. 
melanosporum, T. indicum in T. aestivum nižje vsebnosti izoprenoidov (Splivallo in sod., 
2011). 
 
2.2.6 Metode določevanja hlapnih organskih spojin v tartufih 
 
V študijah, ki so analizirale HOS v tartufih, je bila uporabljena predvsem metoda 
mikroekstrakcije na trdnem nosilcu iz plinaste faze nad vzorcem (HS-SPME) (Boyce in 
sod., 2018; Culleré in sod., 2013; Díaz in sod., 2003; Kamle in sod., 2017; Mauriello in 
sod., 2004; Pelusio in sod., 1995; Savini in sod., 2017), ter v nekaterih primerih 
neposredna analiza plinaste faze nad vzorcem (HS) (March in sod., 2006; Palacios in sod., 
2014; Talou in sod., 1989) v povezavi z GC-MS. Metoda HS-SPME se široko uporablja za 
izolacijo in predkoncentriranje HOS pred nadaljnjo analizo GC-MS. Prednosti njene 
uporabe so izogibanje topilom, enostavnost avtomatizacije, dobra ponovljivost ter ker 
zahteva majhno količino vzorca, primernost za analizo večjega števila vzorcev. Slabost te 
metode je visoka občutljivost na matriks (Burzynski-Chang in sod., 2018; Garcia-Gonzalez 
in sod., 2009) in tekmovanje posameznih HOS iz vzorca za vezavo na prosta aktivna mesta 
na vlaknu, saj imajo prednost tiste HOS z višjo afiniteto (Tompa in sod., 2013). Prednost 
metode HS je predvsem zmožnost določevanja hlapnih snovi z visoko molekularno maso, 
slabosti pa slabša občutljivost, obnovljivost in neprimernost uporabe za spojine v sledovih 
(Garcia-Gonzalez in sod., 2009). V predhodnih objavah so uporabljali tudi metodo plinske 
kromatografije v kombinaciji z olfaktometrijo (GC-O), pri kateri se uporablja nos kot 
detektor za določanje aromatične aktivnosti spojine. Prednost je predvsem zaradi 
rezultatov, ki opišejo dejansko vlogo pomembnih HOS, ki jih lahko zaznamo, 
pomanjkljivost pa daljši čas analize, saj zahteva, da vzorec analizira več strokovnjakov, ki 
lahko oblikujejo statistično zanesljive rezultate (Splivallo in Cullere, 2016). Aprea in sod. 
(2007) poročajo o uporabi metode PTR-MS (ang. proton transfer mass spectrometry), 
katere prednost je enostavnost uporabe, visoka občutljivost, enostavnejša priprava vzorca 
ter omogoča identifikacijo večih spojin brez predhodne predkoncentracije vzorca.  
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2.3 METODE SHRANJEVANJA TARTUFOV 
 
Tartufi so sezonsko živilo, zato poznamo različne metode shranjevanja, ki pripomorejo k 
njihovi razpoložljivosti čez celo leto (Culleré in sod., 2013). Najboljše organoleptične 
lastnosti imajo, ko so sveži. Njihov rok trajanja je 7-10 dni (odvisno od vrste in stopnje 
zrelosti), nato pa tartufi izgubijo intenzivnost arome in se hitro začnejo kvariti. V zadnjih 
letih so bile preizkušene različne metode shranjevanja za ohranjanje njihove svežine ter 
posledično njihove vrednosti. Izguba HOS, oksidacija in encimske reakcije predstavljajo 
velik problem med skladiščenjem (Campo in sod., 2017; Palacios in sod., 2014). So zelo 
pokvarljivi, predvsem na račun dehidracije in rasti bakterij ter plesni, ki prispevajo k 
spremembi in izgubi aromatskih snovi. Že rezanje tartufov lahko vpliva na spremembe v 
aromi, saj encimska aktivnost vodi v oksidacijo lipidov in proteinov (Talou in sod., 1989). 
Pomembno je poznati učinke skladiščenja na aromo tartufov (Costa in sod., 2015), s čimer 
lahko preučimo najboljšo metodo za ohranjanje arome. Predvsem so študije uporabne v 
živilski industriji, ki se ukvarja z proizvodnjo izdelkov iz tartufov (Campo in sod., 2017). 
Nekatere študije so zajemale vpliv različnih tehnik shranjevanja tartufov in njihov vpliv na 
sestavo HOS (Culleré in sod., 2013; Marco in sod., 2018). Različni načini shranjevanja 
različno vplivajo na spremembe v aromi.  
 
Za ohranjanje senzoričnih lastnosti se uporablja več metod, vendar se aromatski profil 
običajno spremeni, predvsem na račun temperaturnih procesov in encimskih reakcij 
(Palacios in sod., 2014). Poleg tega skladiščenje s hlajenjem, sušenjem, pakiranjem v 
embalažo z modificirano atmosfero (MAP) in obsevanjem (z gama žarki) negativno vpliva 
na aromo in vsebnost antioksidantov (Patel in sod., 2017).  
 
 Sušenje 
Sušenje ali dehidracija je metoda, ki zmanjšuje vsebnost vode in rast mikrobov, 
upočasnjuje tudi encimske in kemijske procese. Slabost uporabe te metode je lahko 
sprememba barve, teksture in arome (Ma in sod., 2018).  
 
 Hlajenje 
Vpliv hlajenja na aromo tartufov je bil večkrat raziskan. Costa in sod. (2015) so primerjali 
vpliv shranjevanja svežih tartufov po štirih dneh pri 8 °C v papirju, rižu in pod vakuumom. 
Ugotovili so, da se aroma svežih tartufov kratkotrajno najboljše ohranja s shranjevanjem v 
papirju, kjer ni bilo zaznanih pomembnih sprememb, medtem ko je shranjevanje v rižu in 
pod vakuumom doprineslo k spremembi arome.  
 
 Zamrzovanje  
Zamrzovanje je ena izmed pomembnejših metod shranjevanja živil. Predstavlja lahko 
dolgoročno skladiščenje tartufov, vendar se aroma ne ohranja, rezultati kažejo na to, da 
zamrznjeni vzorci tartufov vsebujejo 10-25 % večjo relativno vsebnost 1-okten-3-ola 
(Campo in sod., 2017) ter intenzivnost zaznave metionala (77 % povečanje) glede na sveže 
tartufe (Culleré in sod., 2010).  
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 Ionizirajoče sevanje 
Ionizirajoče sevanje predstavlja varno in učinkovito metodo shranjevanja, ki podaljšuje rok 
uporabnosti svežih in procesiranih živil. Učinki obsevanja zajemajo preprečevanje rasti 
mikroorganizmov, insektov in parazitov, ki povzročajo kvarjenje hrane. Slabost te metode 
je, da povzroča razgradnjo maščobnih kislin, ki vodijo lahko v poslabšanje arome tartufov 
(Culleré in sod., 2012).  
 
2.3.1 Liofilizacija 
 
Liofilizacija ali sušenje z zamrzovanjem je metoda, ki predstavlja dobro alternativo vsem 
ostalim metodam shranjevanja. Le to smo uporabili v našem raziskovalnem delu, z 
namenom pridobivanja časa za izvajanje analiz HOS. Čeprav gre za relativno drag proces, 
v primerjavi z drugimi zagotavlja minimalne prehranske in organoleptične spremembe ter 
daje boljše končne rezultate (Palacios in sod., 2014). Primerna je za živila, ki vsebujejo 
spojine, ki so toplotno občutljive in nagnjene k oksidaciji, saj proces poteka pri nizkih 
temperaturah in tlaku (Bhatta in sod., 2020). Metoda se uporablja za ohranjanje 
antioksidativnih, mikobioloških in funkcijskih lastnosti živil. Z odstanjevanjem vode in 
uporabo nizkih temperatur se deloma izognemo izgubi HOS in zmanjšamo hitrost 
encimskih reakcij (Palacios in sod., 2014). 
  
Slika 5 prikazuje fazni diagram vode, kjer je prikazan prehod agregatnih stanj vode med 
liofilizacijo. Krivulje kažejo prehod iz trdnega v plinasto stanje (sublimacija), iz tekočega 
stanja v plinasto stanje (izhlapevanje) in iz tekočega stanja v trdno (zamrzovanje). Točka T 
predstavlja trojno točko vode (pri temperaturi 0,01 °C  in parnem tlaku 0,612 kPa), kjer so 
vse tri faze v termodinamskem ravnovesju, točka C pa kritično točko vode (pri temperaturi 
374 °C in parnem tlaku 22060 kPa), kjer ni mogoče razlikovati med plinastim in tekočim 
stanjem vode (Bhatta in sod., 2020). 
 
 
Slika 5: Fazni diagram vode (Bhatta in sod., 2020). 
Legenda: T: trojna točka vode; C: kritična točka vode; A: izhodišče pred liofilizacijo; B: končni pogoji po 
liofilizaciji (pod trojno točno T). 
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Slika 5 prikazuje prehod vode pri liofilizaciji živila iz točke A do točke B. Voda v tekočem 
stanju (točka A) preide v trdno stanje tako, da živilo najprej z izpostavitvijo nizkim 
temperaturam zamrzne. V nadaljevanju se zniža vodni parni tlak pod tlak, ki ustreza trojni 
točki. Na koncu je potrebno zagotoviti nekaj toplote, da se led preko sublimacije pretvori v 
plinasto stanje (točka B). Med postopkom liofilizacije poteka odstranjevanje vode v treh 
korakih: zamrzovanje, primarno sušenje (sublimacija z uporabo nizkega parnega tlaka) in 
sekundarno sušenje (ko se preostala vezana voda desorbira iz posušenega matriksa). 
Hitrost zamrzovanja je pomembna za nastanek in velikost ledenih kristalov. Počasno 
zamrzovanje povzroči tvorbo velikih kristalov in obratno. Velikost kristalov vpliva na 
hitrost poteka liofilizacije, pri čemer se veliki kristali hitreje sublimirajo ter skrajšajo čas 
primarnega sušenja. Pri primarnem sušenju je živilo izpostavljeno vakuumu ter povišani 
temperaturi (2 – 3 °C  pod temperaturo raztapljanja) s čimer se začne sublimacija, ki je 
ključnega pomena pri liofilizaciji in poteka pri temperaturah nižjih od 0,01 oC in parnim 
tlakom pod 0,612 kPa. Sekundarno sušenje se začne, ko še vedno poteka sublimacija pri 
naraščajoči temperaturi, s čimer s pomočjo desporpcije učinkovitejše odstranimo preostalo 
nezamrznjeno ali vezano vodo (Bhatta in sod., 2020). 
 
Palacios in sod. (2014) so raziskovali vpliv liofilizacije na aromatski profil tartufov vrste T. 
melanosporum, T. aestivum in T. indicum. Aromatski profil treh vrst so določili z metodo 
HS-GC-MS pred in po liofilizaciji, da bi ocenili spremembo. Poleg tega so liofilizirane 
tartufe rehidrirali z namenom določitve obnavljanja intenzitete vonja in aromatskega 
profila po dodajanju vode. Ugotovili so, da liofilizacija in kasnejša rehidracija tartufov 
vrste T. melanosporum ne vpliva bistveno na aromatski profil ter, da se vsebnost HOS 
večinoma ohranja. Pri vrsti T. indicum je bila sestava HOS rahlo spremenjena, medtem ko 
so se večje spremembe pojavile pri liofiliziranih tartufih vrste T. aestivum, kar kaže na to, 
da so različne vrste različno občutljive liofilizacijo. Po liofilizaciji tartufa vrste T. aestivum 
se je zmanjšala relativna vsebnost 2-butanola (40 % zmanjšanje) in 2-butanona (40 % 
zmanjšanje), povečala pa se je relativna vsebnost 2-metil propanala (16 % povečanje), 2-
metil butanala (17 % povečanje) in 3-metilbutanala (19 % povečanje). Pri vrsti T. 
melanosporum se je po liofilizaciji povečala relativna vsebnost 2-metil-1-propanola (9 % 
povečanje) in 2-butanona (2 % povečanje), medtem ko se je relativna vsebnost 3-
metilbutananala 5 % in 2-propanona 13 % zmanjšala. Intenzivnost arome, ki je bila 
izračunana kot vsota površin vrhov, ki ustrezajo HOS, se je po postopku liofilizacije očitno 
zmanjšala. Izguba je bila največja pri vrsti T. aestivum (94 %), medtem ko je vrsta T. 
melanosporum imela 72 % izgubo ter T. indicum  63 % izgubo intenzivnosti arome. Kljub 
izgubi intenzivnosti arome sta vrsti T. melanosporum in T. indicum skoraj ohranila 
aromatski profil, ki vključuje alkohole, aldehide, ketone in sulfide, v nasprotju z vrsto T. 
aestivum, katerega vsebnost alkoholov in žveplovih spojin se je zmanjšala, vsebnost 
aldehidov pa povečala. Z rehidracijo se je intenziteta arome pri vrsti T. melanosporum in T. 
indicum povečala skoraj do začetne vrednosti, medtem ko dodajanje vode ni povzročilo 
pomembnega vpliva na intenzivnost arome T. aestivum. Po dehidraciji se je v primeru vrste 
T. melanosporum delež alkoholov zmanjšal, medtem ko se je povečal delež aldehidov in 
ketonov, da je postal primerljiv z začetnim stanjem svežih tartufov. Pri vrsti T. indicum se 
je vsebnost aldehidov zmanjšala, medtem ko se je vsebnost sulfidov povečala in približala 
vrednostim svežih tartufov. Po dehidraciji se je pri vrsti T. aestivum vsebnost aldehidov in 
ketonov zmanjšala, alkoholov in žveplovih spojin pa ni bilo identificiranih, predvsem 
zaradi njihove nestabilnosti.  
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Poleg vrste tartufa na obnavljanje arome po rehidraciji vpliva kemijska sestava in 
stabilnost prisotnih HOS. Prisotnost vode poveča sproščanje arome zaradi boljše hlapnosti 
in encimske aktivnosti. Naprimer izguba arome T. aestivum je predvsem posledica 
sproščanja 2-butanona, 2-butanola in dimetil sulfida. Alkoholi se lahko oksidirajo v 
ustrezne aldehide, ketone in kisline. Primer je pretvorba 2-butanola v 2-butanon, nadaljnje 
preureditve pa lahko privedejo do spojin kot so 2-metilpropanal, 3-metilpropanal ali 
2-butanal. Razlike med vrstami so posledica različne encimske aktivnosti (Palacios in sod., 
2014). 
 
Palacios in sod. (2014) navajajo, da je liofilizacija primerna metoda shranjevanja za 
nekatere vrste tartufov. Čeprav najdemo razlike v sestavi HOS, z rehidracijo obnovimo 
aromatski profil in v večini ohranimo aromo. Aromatski profil svežega tartufa T. aestivum 
je zelo občutljiv za obdelavo, medtem ko bi se T. melanosporum in T. indicum lahko 
shranjevali z liofilizacijo in pri tem nebi izgubili ključnih hlapnih komponent. Iz te 
raziskave je razvidno, da se aromatski profil tartufov vrste T. melanosporum in T. indicum 
po liofilizaciji v glavnem ohranja, medtem ko se sestava HOS pri vrsti T. aestium bistveno 
spremeni. 
 
2.4 PRISTNOST IN POTVORBE TARTUFOV  
 
Goljufije povezane s hrano nikakor niso samo sodobni pojavi, ampak so prisotni verjetno 
že od začetka proizvodnje hrane. Ozaveščenost javnosti o teh problemih narašča, še 
posebej z goljufijami, ki vključujejo resna tveganja za zdravje. Ključne značilnosti, ki jih 
goljufije lahko vključujejo so neskladnost označbe živila z zakonodajo, zavajanje 
potrošnika, zamenjevanje dražjih surovin s podobnimi cenejšimi, naveden napačen kraj 
izvora, katerih cilj je finančni dobiček (Hong in sod., 2017; Kos Skubic, 2017).  
Preverjanje pristnosti hrane je pomembno sredstvo za zagotavljanje varnosti in kakovosti 
hrane, varstva potrošnikov, pa tudi za skladnost z mednarodno zakonodajo, mednarodnimi 
standardi in drugimi smernicami. Z naraščajočim številom goljufij je avtentičnost 
posledično postala glavna skrb za vse vključene v prehransko industrijo (Hong in sod., 
2017). 
 
Tartufe uvrščamo med eno izmed najdražjih živil, zaradi česar so pogosto podvrženi 
potvorbam. Po pobiranju se hitro razgrajujejo in sveže lahko hranimo le nekaj dni 
(Splivallo in Cullere, 2016). Podobno tudi nekateri izdelki, ki so pripravljeni iz svežih 
tartufov (npr. sir, olje z aromo tartufa) imajo kratek rok trajanja in so na voljo samo med 
sezono tartufov. Da bi se odpravile te pomanjkljivosti, prehranska industrija uporablja 
sintetične arome (Wernig in sod., 2018). Na trgu se pojavljajo tudi naravne arome, ki jih 
tartufi vsebujejo, vendar le te ne izvirajo iz tartufov, kar povečuje tveganja potvorb. 
2,4-Ditiapentan, karakterističen za vrsto T. magnatum, se že desetletja uporablja v 
proizvodnji hrane, z namenom posnemanja arome belega tartufa (Splivallo in sod., 2011). 
Dimetilsulfid in 2-metilbutanal, zmešana v pravem razmerju, se uporabljata za približanje 
aromi tartufa vrste T. melanosporum. Čeprav slednja mešanica spominja na aromo črnega 
tartufa, nima značilne kompleksnosti (Splivallo in sod., 2011; Talou in sod., 1989). Vrsta 
T. melanosporum ima podoben izgled kot kitajska vrsta tartufa T. indicum, za kateri sta 
značilna črna skorja in temno meso. Zaradi podobnosti se na trgu pojavljajo potvorbe, kjer 
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zamenjujejo T. melanosporum s cenejšo vrsto T. indicum. Glede na morfološke lastnosti ju 
težko ločimo (Splivallo in Culleré, 2016). 
 
Do neskladja pridaja tudi pri izdelkih iz tartufov. Olja z aromo tartufov se prodajajo po 
precej višji ceni v primerjavi z nearomatiziranimi olji, vendar le redko vsebujejo prave 
tartufe oz. njihove naravne arome (Wernig in sod., 2018). Wernig in sod. (2018) so v 
raziskavi karakterizirali olja s tartufi in raziskali metode za preverjanje pristnosti. 
Določevali so presnovno profiliranje in stabilna izotopska razmerja HOS komercialnih in 
domačih olj z aromo tartufa (pripravljeno z naravnimi in sintetičnimi aromami), 
nearomatiziranih olj in tartufa vrste T. magnatum. Z analizo razmerja stabilnih izotopov 
2,4-ditiapentana (δ13C), so ugotovili, da ne morejo razlikovati med naravnimi in 
sintetičnimi aromami. Rezultati presnovnega profiliranja kažejo, da sta bili dve žveplovi 
spojini (dimetil sulfoksid in dimetil sulfon) zaznani izključno v komercialnih oljih, ne 
glede na njihovo označevanje (naravna ali sintetična aroma). V komercialnih oljih so bile 
tudi občutno višje koncentracije 2,4-ditiapentana, v primerjavi s tistimi, ki so bili 
pridobljeni z ekstrakcijo. Ugotovljena je bila nedoslednost pri označevanju izdelkov in 
dvom o pristnosti olj, ki jim navajajo le naravne arome. 
 
2.5 METODE ZA DOLOČEVANJE VRST IN POREKLA TARTUFOV  
 
Plodna telesa tartufov po navadi prepoznamo na podlagi značilnosti njihovih spor, peridija 
(zunanji del) in glebe (notranji del). Te značilnosti na splošno prepoznajo le specializirani 
preizkuševalci tartufov in identifikacija je lahko včasih tudi nezanesljiva. Da bi rešili te 
težave in preprečili goljufije so bile razvite nekatere metode, ki omogočajo sledenje vrst in 
geografskega izvora tartufov (Wering in sod., 2017).    
 
Najpogostejše uporabljeni metodi za preverjanje pristnosti in sledljivosti hlapnih snovi sta 
plinska kromatografija z masno spektrometrijo (GC-MS) in masna spektrometrija stabilnih 
izotopov s plinsko kromatografijo (GC-C-IRMS) (Wering in sod., 2017).    
 
 GC-IRMS 
Metoda GC-IRMS se uporablja pri določanju avtentičnosti izdelkov iz sadja, eteričnih in 
jedilnih olj, maščob, pijač in kisa. Izotopsko razmerje nekaterih elementov (npr. vodik, 
ogljik, dušik, kisik, žveplo) lahko podajajo informacije o izvoru nekaterih arom 
(geografsko območje, naravni ali sintetični izvor) (Wering in sod., 2017).    
 
 qPCR test 
Za preverjanje avtentičnosti tartufov vrst T. magnatum in T. melanosporum v živilskih 
izdelkih so Rizzello in sod. (2012) razvili qPCR test. Le ta je specifičen, občutljiv in 
uporaben za izdelke, ki so bili podvrženi intenzivnim postopkom preoblikovanja. Test 
omogoča odkrivanje netočnosti navajanja sestavin oz. napačno označevanje predelanih 
izdelkov.  
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 HS-SPME/GC-MS 
V našem raziskovalnem delu smo uporabili metodo HS-SPME, ki je ravnotežna metoda, 
pri kateri gre za vezavo HOS na posebno vlakno s polimernim absorbentom (slika 6). 
Pomembno je, da se glede na fizikalno kemijske lastnosti analitov izbere primerno vlakno, 
ki bo omogočalo najboljšo vezavo analiziranih komponent arome. Vlakno 
DVB/CAR/PDMS se uporablja za analizo HOS z različno polarnostjo kot so npr. alkoholi, 
aldehidi, estri, ketoni… Značilnost vlakna je, da debelina njegovega polimernega premaza, 
vpliva na sposobnost vezave HOS. Bolj kot so premazi debeli, boljše zadržijo hlapne 
snovi, ampak je nato potrebnega več časa za njihovo vezavo in nadaljnjo desorbcijo z 
vlakna (Chauhary in sod., 2014). 
 
Vzpostavitev ravnotežja med plinsko in tekočo fazo v vzorcu poteka v inkubatorju pri v 
naprej določenih temperaturnih in časovnih programih, ki so prilagojeni glede na 
analizirane vzorce. Po končani inkubaciji vzorca, naprava vstavi vlakno v vialo z vzorcem, 
pri čemer pride med mešanjem in gretjem do vezave HOS. Na ekstrakcijo vpliva volumen 
vzorca, hitrost mešanja, prisotnost soli in pH vrednost. Po končani ekstrakciji naprava 
vlakno vstavi v injektorski del plinskega kromatografa, kjer ob visoki temperaturi pride so 
desorpcije vezanih HOS (Mirhosseini in sod., 2007; Chauhary in sod., 2014; Emberger in 
sod., 2018). 
 
 
 
Slika 6: Princip mikroekstracije na trdnem nosilcu iz plinaste faze nad vzorcem (HS-SPME); adsorpcija 
hlapnih organskih spojin (HOS) na SPME vlakno (Schmidt in Podmore, 2015). 
Plinska kromatografija je učinkovita separacijska metoda za ločitev tekočih ali plinastih 
zmesi v prostorsko ločene cone. Separacija poteka na osnovi v razliki hitrosti migracije 
posameznih komponent pod vplivom mobilne faze (plin ali tekočina) zaradi selektivnega 
zadrževanja (retenzije) komponent na stacionarni fazi (trdna ali nemobilna tekočina) 
(Rudan-Tasič in Klofutar, 2007). Pri izvedbi plinske kromatografije je pomembna izbira 
vzorec 
hlapne organske spojine 
SPME vlakno 
adsorbcija hlapnih organskih spojin  
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primerne kolone oz. stacionarne faze. Le ta je sestavljena iz inertne trdne strukture s 
polimernim premazom, ki z različnimi principi delovanja omogoča ločbo analiziranih 
snovi. Kot mobilno fazo oz. potisni plin se uporablja inertni plin (Hu in sod., 2017).  
 
Masni spektrometer sestavljajo ionizator, analizator in detektor, katere obdaja vakuum. V 
masnem spektrometru se analizirani plini ionizirajo, masni analizator pa jih nato loči glede 
na njihove mase in razmerja mase z nabojem (vrednost m/z). Pomembno funkcijo ima tudi 
računalnik s programskim orodjem, ki signale analizatorja in detektorja pretvori v graf 
masnega spektra (de Hoffmann, 2005).  
 
2.5.1 Identifikacija 
 
Pri analizi živil, so rezultati plinske kromatografije uporabni za identifikacijo komponent 
vzorca, za potrditev prisotnosti določenega analita (pri kontroli kakovosti, za določitev 
ostankov, potrjevanje prisotnosti) ali za razvrščanje vzorcev na podlagi kemijskih 
značilnosti (Cordero in sod., 2012). Za zanesljivo identifikacijo smo uporabili standarde, 
knjižnico NIST 14 in izračun retenzijskih indeksov (RI).  
 
 Spektralna knjižnica 
Za identifikacijo spojin pri analizi podatkov GC-MS se običajno uporablja ujemanje 
eksperimentalnih masnih spektrov z masnimi spektri, prisotnimi v referenčnih knjižnicah 
t.j. masno spektralno ujemanje (Imhoi in sod., 2013).  
 
 Standardi 
Identifikacija, ki temelji na spektralni knjižnici, je običajno potrjena s standardi (Romero in 
sod., 2015). HOS so identificirane na podlagi ujemanja njihovih retenzijskih časov v 
primerjavi z retenzijskimi časi standardov (Feng in sod., 2019). 
 
 Retenzijski indeksi (RI) 
Pri identifikaciji HOS se retenzijski indeksi široko uporabljajo, saj so vzorci običajno 
sestavljeni iz komponent, ki so si podobne po kemijskih in fizikalnih značilnostih, s 
podobnimi masnimi fragmentacijami. Uporabo retenzijskih indeksov je leta 1958 prvič 
opisal Kováts, kasneje v letu 1963 pa Van den Dool in sodelavci. RI predstavlja fizikalno-
kemijsko interakcijo analita z določenim kromatografskim sistemom (ali v primeru GC z 
dano stacionarno fazo) in veliko prispeva k zanesljivosti identifikacije masnega spektra 
(Cordero in sod., 2012). 
 
Retenzijske indekse iz literature, ki ustrezajo izbrani koloni in temperaturnem programu za 
analizo, je potrebno primerjati z izračunanimi retenzijskimi indeksi npr. po formuli, ki sta 
jo postavila Van Den Dool in Kratz. Retenzijski indeksi so določeni s pomočjo mešanice 
n-alkanov in izračunani po določenih enačbah npr. po enačbi Van Den Dool in Kratz 
(enačba 1) (Feng in sod., 2019). 
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RIX = ( 
             
               
 + Z ) x 100                        …(1) 
 
kjer je:  
RIX  retenzijski indeks hlapne organske spojine, 
tx  retenzijski čas hlapne organske spojine, 
tz retenzijski čas n-alkana, ki ima enako število ogljikovih atomov kot hlapna organska 
spojina, 
Z  število ogljikovih atomov hlapne organske spojine (Feng in sod., 2019). 
 
2.5.2 Validacija 
 
Validacija analitske metode je ključnega pomena za kakovost rezultatov, saj številne 
pomembne odločitve temeljijo na rezultatih preskusov kemijskih analiz (Romero in sod., 
2015). Validacija, ki smo jo izvedli je bila osredotočena na določevanje linearnosti, meje 
zaznavnosti (LOD), meje določljivosti (LOQ), delovnega območja (WR) in občutljivosti za 
11 standardov.  
 
 Linearnost 
Linearnost je sposobnost analitične metode, da zagotovi instrumentalni odziv ali rezultat, 
sorazmeren količini analita, ki jo je mogoče zaznati v laboratorijskemu vzorcu (Aparicio in 
sod., 2013). Za vsako kvantitativno metodo je potrebno določiti obseg koncentracij analita 
ali drugih vrednosti, za katere se metoda lahko uporablja. Spodnja meja delovnega 
območja je omejena z vrednostmi meje zaznavanja in/ali kvantifikacije. Zgornja meja pa je 
določena glede na odziv instrumenta. Tako mora biti delovni razpon v skladu s tistim, ki ga 
določimo z linearnim odzivom, kar pomeni, da metoda daje rezultate, sorazmerne 
koncentraciji analita. Pokazatelja linearnosti sta korelacijski koeficient (R) in relativni 
standardni odklon (RSD) (Romero in sod., 2015). 
 
 Meja zaznavnosti (LOD) in meja določljivosti (LOQ)  
Meja zaznavnosti (LOD) in meja določljivosti (LOQ) se določita iz podatkov 
kalibracijskih krivulj. LOD je opredeljen kot najmanjša količina ali koncentracija snovi, ki 
jo je mogoče zanesljivo zaznati z analitično metodo. LOQ je značilnost, ki označuje 
zmožnost meritve, da analitično ustrezno kvantitativno določi analit in je opredeljena kot 
najnižja količina ali koncentracija analita, ki jo je mogoče določiti s sprejemljivo stopnjo 
natančnosti in zanesljivosti (Romero in sod., 2015). 
 
 Delovno območje (WR) 
Dobro poznavanje delovnega območja in njegova opredelitev je bistvenega pomena za 
pravilno preiskavo linearnosti metode. Delovno območje je določeno z najnižjo vrednostjo 
LOQ in najvišjo koncentracijo, testirano z potrjeno dobro linearnostjo (Romero in sod., 
2015).  
 
 Občutljivost 
Občutljivost je opredeljena kot sprememba odziva merilnega instrumenta, deljena s 
pripadajočo spremembo dražljaja, kar predstavlja naklon kalibracijske krivulje (Romero in 
sod., 2015). 
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2.5.3 Diskriminantna analiza (LDA) 
 
V magistrskem delu smo za razlikovanje tartufov glede na vrsto in geografsko poreklo 
uporabili diskriminantno analizo (LDA), katere namen je slikanje linearnih kombinacij 
osnovnih spremenljivk, ki najbolje pojasnijo razlike med skupinami. Pridobljene linearne 
kombinacije so imenovane diskriminantne spremenljivke ali diskriminantne funkcije. 
Diskriminantne spremenljivke določajo, po katerih osnovnih spremenljivkah se populacije 
razlikujejo. Želimo si, da imamo pomembnih diskriminantnih spremenljivk čim manj, kar 
nam omogoča, da razlike med skupinami razložimo z največ tremi spremenljivkami in 
uporabimo lažjo grafično predstavitev razlik med skupinami (Kastelec in Košmelj, 2008).   
 
Diskriminantna analiza (LDA) je statistična metoda, ki se lahko uporablja pri 
pojasnjevanju podatkov ali napovedih (XLSTAT, 2020): 
 
 Na dvodimenzionalnem ali tridimenzionalnem grafikonu lahko preverimo ali so 
opazovane skupine ločene 
 Prikaz lastnosti skupin prikaže s pojasnjevalnimi spremenljivkami 
 Napovemo lahko v katero skupino bo pripadal določen nov vzorec 
 
Uporablja se lahko v aplikacijah kot so ekologija in napovedovanju finančnih tveganj 
(XLSTAT, 2020). Princip delovanja LDA je poiskati smeri v več variantnem prostoru, ki 
najbolje ločujejo posamezne skupine vzorcev (Adams, 1998). 
 
Analiza LDA nam poda vrednost navzkrižne validacije, s katero ocenimo, kako se bodo 
rezultati statistične analize posplošili na neodvisen nabor podatkov. Uporablja se predvsem 
pri napovedovanju, kako natančno bo napovedni model deloval v praksi. Cilj navzkrižne 
validacije je preizkusiti sposobnost modela za napovedovanje novih podatkov, ki niso bili 
uporabljeni pri njegovi oceni, da bi se izognili pristranskosti. Nekateri podatki se za 
modeliranje izločijo, po koncu pa se ti podatki uporabijo za preverjanje učinkovitosti 
modela  (Grossman in sod., 2010).  
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 NAČRT POSKUSA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Legenda: n = število vzorcev 
 
 
Slika 7: Shema eksperimentalnega dela. 
 
 
 
 
  
VZORCI TARTUFOV (meso; 54) 
 T. aestivum (36) 
 T. brumale (7) 
 T. magnatum (6) 
 T. melanosporum (5) 
ANALIZA SVEŽIH TARTUFOV (54) 
 V 24-48 urah po pridobitvi vzorcev 
ANALIZA LIOFILIZIRANIH TARTUFOV 
 1. Analiza (marec) 
 2. Analiza (december) – po 9 mesecih 
LIOFILIZACIJA (-54 °C)  
 Takoj po prejemu vzorcev 
 Sočasna ali posamezna 
MLETJE TARTUFOV 
SKLADIŠČENJE DO MLETJA 
 Največ 6 mesecev 
sočasna (54) posamezna (2) 
SKLADIŠČENJE DO MLETJA 
 Največ 6 mesecev 
MLETJE TARTUFOV 
ANALIZA LIOFILIZIRANIH TARTUFOV 
 Analiza (marec) 
 
OHLAJANJE (4 °C) do analize 
Šiškovič N. Določevanje hlapnih organskih spojin v tartufih. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2020 
22 
3.2 MATERIAL 
 
3.2.1 Tartufi  
 
Za magistrsko delo smo od lokalnih pobiralcev tartufov pridobili sveže vzorce primerne 
kakovosti. Skupaj je bilo zbranih 54 vzorcev štirih vrst tartufov (T. aestivum (n=36), T. 
brumale (n=7), T. magnatum (n=6), T. melanosporum (n=5)), ki so bili nabrani med 
avgustom 2018 in februarjem 2019 v šestih različnih državah: Sloveniji (n=33), Italiji 
(n=10),  Bosni (n=3), Makedoniji (n=3), Poljski (n=3) in Hrvaški (n=2). Slovenski tartufi 
vrste T. aestivum, ki so bili vključeni v razlikovanje med geografskim poreklom, so izvirali 
iz štirih območij: Žlebič (n=15), Bloke (n=7), Spodnje Blato (n=3) in Sežana (n=2).  
 
Identifikacija je bila s strani pobiralcev narejena na podlagi videza, vonja in formulacij 
spor. Po nabiranju so bili vzorci ločeno shranjeni v papirnate vrečke ter transportirani v 
laboratorij, kjer so bili previdno očiščeni z mehko vlažno krtačo in vodo. Tartufi so bili v 
laboratoriju ponovno identificirani na podlagi dolžine in oblik spor ter askokarpa in pa 
strukture mesa (peridij) in skorje (gleba). Del svežega vzorca se je zavitega v papir in 
položenega v steklene kozarce (odvisno od vrte tartufa) hranilo pri  4 oC do analize, ki je 
bila izvedena v 24-48 urah, s čimer smo pridobili podatke o aromatskem profilu svežih 
tartufov. Vrste smo hranili ločeno, da se HOS med vrstami ne prenašajo. Te podatke smo 
potrebovali, da smo lahko naredili primerjavo med svežimi in liofiliziranimi tartufi. Pred 
analizo svežih tartufov oz. pred liofilizacijo smo vzorcem odstranili skorjo in meso 
narezali na tanke rezine. Uporabili smo le notranji del plodnega telesa, saj bi bila skorja 
lahko kontaminirana z zemljo, pasjo slino in dlako. Del vzorca, ki je bil namenjen za 
liofilizacijo, pa se je takoj po prejemu liofiliziral. Po končni liofilizaciji so bili največ 6 
mesecev skladiščeni do mletja. Nato so bili zdrobljeni v terilnici in analizirani. Prva 
analiza liofiliziranih tartufov je bila opravljena v marcu, druga pa v decembru 2019. Do 
druge analize so bili liofilizirani tartufi shranjeni v plastičnih posodicah pri sobni 
temperaturi v temnem prostoru. S primerjavo rezultatov smo ugotavljali ali se po 
določenem času shranjevanja vrste različno ločujejo med seboj in ali se aromatski profil 
spremeni. Kemijske analize so bile opravljene v dveh paralelkah.  
 
3.2.2 Kemikalije in reagenti 
 
 dH2O destilirana voda 
 dimetil sulfid (Sigma Aldrich, Nemčija) 
 etil acetat (Sigma Aldrich, Nemčija) 
 2-butanol (Sigma Aldrich, Nemčija) 
 heksanal (Sigma Aldrich, Nemčija) 
 2-metil-1-butanol (Sigma Aldrich, Nemčija) 
 3-oktanon (Sigma Aldrich, Nemčija) 
 2,4-ditiapentan (Sigma Aldrich, Nemčija) 
 1-metoksi-3-metilbenzen (Sigma Aldrich, Nemčija) 
 1-okten-3-ol (Sigma Aldrich, Nemčija) 
 benzaldehid (Sigma Aldrich, Nemčija) 
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 1-oktanol (Sigma Aldrich, Nemčija) 
 helij 
 
3.2.3 Laboratorijska oprema in aparature 
 
 analitska tehtnica XPE205 (Mettler Toledo, ZDA) 
 avtomatska pipeta 1mL (Transferpette®, Brand, Nemčija) 
 SPME viale 10 ml (Supelco, Merck, Nemčija) 
 silikonske/PTFE septe (Supelco, Merck, Nemčija) 
 SPME liner (SPME taper, 0.75mm, Agilent Technologies, ZDA 
 liofilizator Liof Gamma 1-16 LSC plus (Christ, Nemčija) 
 plinski kromatograf 7890B (Agilent Technologies, ZDA) 
 kapilarna kolona VF-WAX (30 m x 0,25 mm x 0,25 µm) (Agilent J & W, ZDA) 
 masni spektrometer 5977A (Agilent Technologies, ZDA) 
 
 
3.2.4 Potek liofilizacije tartufov 
 
Vzorce smo liofilizirali pri tlaku 0,280 mBar in temperaturi -54 °C. Skupni čas liofilizacije 
je bil 64,01 min. Liofilizirane vzorce smo hranili v zaprtih plastičnih posodicah pri sobni 
temperaturi (20 °C). 
 
3.3 METODE 
 
3.3.1 Določevanje hlapnih organskih spojin v tartufih s plinsko kromatografijo 
 
Določanje HOS smo opravili v laboratoriju Instituta ''Jožef Stefan'' na Odseku za znanosti 
o okolju. Uporabili smo že razvito metodo (Strojnik in sod., 2020). Analiza je bila 
izvedena v dveh korakih, naprej smo izvedli mikroekstrakcijo na trdnem nosilcu iz plinaste 
faze nad vzorcem (HS-SPME), nato pa smo ekstrahirane HOS analizirali s plinskim 
kromatografom z masnim spektrometrom (GC-MS).  
 
3.3.1.1 Priprava vzorcev (mikroekstrakcija na trdnem nosilcu iz plinaste faze nad  
     vzorcem (HS-SPME) 
 
Priprava vzorca za analizo je bila različna za sveže in liofilizirane tartufe: 
 
 Sveži tartufi 
Pred analizo smo odstranili skorjo tartufa. 0,3 g vsakega vzorca smo narezali na tanke 
rezine s pomočjo ostrega keramičnega noža in prenesli v 10 mL stekleno SPME vialo. 
Dodali smo 1 mL deionizirane vode in vialo takoj zaprli s silikonsko/PTFE septo. 
 
 Liofilizirani tartufi 
V 10 mL SPME viale smo stehtali 0,05 g liofiliziranega vzorca, ter mu dodali 1 mL 
deionizirane vode. Viale so bile hermetično zaprte s silikonsko/PTFE septo. 
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Za analizo svežih in liofiliziranih tartufov smo uporabili SPME vlakno 
Divinylbenezene/Carboxen/Polydimethylsiloxane (DVB/CAR/PDMS), ki se kondicionira 
pri 250 °C 4 ure. Poleg tega je bilo pred vsako analizo kondicionirano pri 250 °C za 5 min 
ter po vsaki analizi za 20 min. Inkubacija (vzpostavljanje ravnotežja) je potekala 10 min 
pri 30 °C, ekstrakcija pa 10 min pri 30 °C. HOS so bile preko vlakna desorbirane v injektor 
pri 250 °C za 1 min.  
 
3.3.1.2 Plinska kromatografija z masno spektrometrijo (GC-MS) 
 
Za analizo smo uporabili plinski kromatograf tip 7890B (Agilent Technologies, ZDA), z 
masnim spektrometrom tip 5977A (Agilent Technologies, ZDA) in VF-WAX kolono (30 
m x 0,25 mm x 0,25 µm) (Agilent J & W, ZDA). Temperaturni program je potekal: 30 °C 
(1 min); 1 °C / min do 40 °C (2 min); 7 °C / min do 60 °C (0 min); 20 ° / min do 200 °C (5 
min); (skupen čas 27,86 min). Nosilni plin je bil helij s konstantnim pretokom 1,5 mL/min. 
Uporabili smo poseben SPME liner (SPME taper, 0.75mm, Agilent Technologies, ZDA). 
Injiciranje je bilo izvedeno pri 250 °C za sveže tartufe v split programu 1:5, medtem ko za 
liofilizirane v splitless programu. Ionizacija je v masnem spektrometru potekala v območju 
30-400 m/z.  
 
3.3.1.3 Integracija in identifikacija kromatografskih vrhov 
 
Rezultat plinske kromatografije je podan v obliki kromatograma (TIC, ang. Total Ion 
Chromatogram) (slika 8). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Podatke iz kromatograma smo obdelali s pomočjo programskega orodja ChemStation 
(Agilent, ZDA) tako, da smo površine identificiranih vrhov integrirali, sešteli in določili 
relativno vsebnost HOS glede na celotni aromatski profil. HOS smo identificirali s 
primerjavo masnega spektra posameznih vrhov s podatki iz spektralne knjižnice NIST14 
Slika 8: Kromatogram vzorca tartufa vrste T. aestivum 
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(Agilent, ZDA), z izračuni retenzijskih indeksov (RI) primerjanimi z RI iz literature in 
primerjavo retenzijskih časov s standardi. Kot standarde smo uporabili čiste referenčne 
HOS dimetil sulfid, etil acetat, 2-butanon, heksanal, 2-metil-1-butanol, 3-oktanon, 
2,4-ditiapentan, 1-metoksi-3-metilbenzen, 1-okten-3-ol, benzaldehid in 1-oktanol. Za 
določanje linearnih retenzijskih indeksov pa so bili uporabljeni n-aklani (C9 – C23). 
Potrditev identificiranih spojin je bila narejena s primerjavo izračunanih RI v skladu z 
enačbo, ki sta jo uporabila Van den Dool in Kratz (1963) ter razpoložljivimi podatki za RI 
iz knjižnice NIST, SRD 69 in PubChem. Za vsak vzorec smo pridobljene površine vrhov 
sešteli in vsebnost posameznih HOS izrazili relativno (%). 
 
3.3.2 Validacija metode 
 
Tekom raziskovalnega dela smo izvedli validacijo metode, ki je zajemala določevanje 
linearnosti, meje zaznavnosti (LOD), meje določljivosti (LOQ), delovnega območja (WR), 
in občutljivosti za 11 standardov. Rezultati validacije so predstavljeni v preglednici 2. 
 
 Linearnost 
Linearnost smo določali s korelacijskim koeficientom R. Enačbo regresijske premice smo 
izračunali z metodo najmanjših kvadrantov. Vrednost R2, ki je bila izračunana znotraj 
koncentracije od 0,02 do 24 mg/kg
 za kalibracijske krivulje vseh 11 standardov je bila ≥ 
0,98. Ker pri ocenjevanju linearnosti korelacijski koeficient ne zagotavlja vedno linearnosti 
kalibracijske krivulje, smo informacije o korelacijskih koeficientih dopolnili s podatkom o 
relativnem standardnem odklonu (RSD), ki naj bi bil za potrditev linearnosti nižji od 5 %. 
Če upoštevamo rezultate vrednosti RSD, nobena HOS ne kaže linearnega odziva v 
celotnem območju koncentracij (0,02-24 mg/kg). Heksanal in benzaldehid kažeta najboljšo 
linearnost pri nižjem območju koncentracije (0,04-0,28 mg/kg). Večina HOS kaže 
najboljšo linearnost pri nižjih, precej širokih območjih koncentracije, z izjemo 2-metil-1-
butanola in 2,4-ditiapentana, ki kažeta najboljšo linearnost pri višjem območju 
koncentracije.   
 
 Meja zaznavnosti (LOD) in meja določljivosti (LOQ) 
Vrednosti meje zaznavnosti (LOD) in meje določljivosti (LOQ) so si precej različne, 
vendar je pomembno upoštevati, da so tudi običajne koncentracije v tartufih precej 
raznolike. Najnižje vrednosti LOD (0,01) so bile določene za heksanal, 2-butanon in 
1-oktanol, medtem ko je bila najvišja vrednost (0,74) določena za 2-metil-1-butanol. 
Najnižji vrednosti LOQ (0,02) sta bili določeni pri heksanalu in 1-oktanolu, najvišjo 
vrednost pa je imel 2-metil-1-butanol (1,47). 
 
 Delovno območje 
Delovno območje HOS je bilo določeno z najnižjo vrednostjo LOQ in najvišjo 
koncentracijo, testirano z potrjeno dobro linearnostjo. Najožje delovno območje je bilo 
določeno za heksanal (0,02-0,28 mg/kg), medtem ko je bilo najširše določeno za 
2-metil-1-butanol (1,47-23,56 mg/kg). 
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 Občutljivost 
Vrednosti občutljivosti so bile določene v območju zaznanih vrednosti za preučevane 
HOS, različnih struktur in značilnosti. Dimetil sulfid, 2-metil-1-butanol, etil acetat in 
2-butanon so pokazali najnižje vrednosti občutljivosti (povprečno 0,01), medtem ko so 
najvišje vrednosti ustrezale 3-oktanonu (2,39). Preglednica 2 predstavlja rezultate 
validacije. 
 
Preglednica 2: Rezultati validacije metode. 
HOS R 2 RSD Kalibracijska krivulja WR
 LOD LOQ Občutljivost 
Dimetil sulfid 0,999 7,31 Y = 1,28 × 106 + 9,08 × 105 × X 0,21-13,2 0,03 0,21 0,009 
Etil acetat 0,988 4,24 Y = 7,13 × 106 + 1,47 × 106 × X 0,26-8,17 0,02 0,26 0,015 
2-Butanon 0,987 3,04 Y = 2,39 × 106 + 6,98 × 105 × X 0,21-6,73 0,01 0,21 0,007 
Heksanal 0,997 2,61 Y = 2,35 × 106 + 1,31 × 108 × X 0,02-0,28 0,01 0,02 1,31 
2-Metil-1-butanol 0,994 3,32 Y = 1,70 × 107 + 9,29 × 105 × X 1,47-23,6 0,74 1,47 0,009 
3-Oktanon 0,991 2,09 Y = 2,89 × 107 + 2,39 × 108 × X 0,06-1,02 0,03 0,06 2,39 
2,4-Ditiapentan 0,995 3,49 Y = 1,07 × 108 + 1,04 × 107 × X 1,35-10,8 0,02 1,35 0,104 
1-Metoksi-3-
metilbenzen 
0,994 1,13 Y = 7,15 × 107 + 1,28 × 108 × X 0,34-1,35 0,02 0,34 1,28 
1-Okten-3-ol 0,990 2,93 Y = 1,31 × 107 + 1,07 × 108 × X 0,15-1,23 0,02 0,15 1,07 
Benzaldehid 0,991 1,16 Y = -1,17 × 106 + 1,01 × 108 × X 0,04-0,34 0,02 0,04 1,01 
1-Oktanol 0,996 1,69 Y = 6,39 × 106 + 1,16 × 108 × X 0,02-1,29 0,01 0,02 1,16 
Legenda: R2 = kvadrat regresijskega koeficienta; RSD = relativna standardna deviacija (Relative Standard Deviation), 
WR = delovno območje (Working Range) (mg/kg); LD = meja zaznavnosti (Limit of Detection) (mg/kg); LOQ = meja 
določljivosti (Limit of Quantification) (mg/kg). 
 
3.3.3 Obdelava podatkov in statistična analiza 
 
V poskusu smo pridobljene podatke uredili s programom Excel XP 2019. Za obdelavo 
podatkov smo uporabili metodo linearne diskriminantne analize (LDA). Analiza je bila 
izvedena s programsko opremo XLSTAT (Addinsoft, New York, ZDA). 
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO 
 
4.1 Rezultati določevanja hlapnih organskih spojin 
 
Za določevanje HOS je bila uporabljena razvita metoda HS-SPME/GC-MS. Analizirali 
smo skupno 54 vzorcev štirih vrst tartufov (T. aestivum, T. brumale, T. magnatum, T. 
melanosporum).  
 
HOS, ki so se pojavljale v zelo nizkih deležih (pod 5 %) glede na celoten aromatski profil, 
so bile uvrščene v skupino poimenovano ''ostalo'' ter so bile izločene iz obravnave, saj je 
bila njihova vsebnost zanemarljiva. Tudi identifikacija pri teh spojinah je bila vprašljiva, 
saj so bile HOS pod kriterijem ujemanja (ang. quality) s knjižnico < 80 %.  
  
V nadaljevanju magistrskega dela so prikazani: primerjava HOS svežih in liofiliziranih 
tartufov, razlikovanje vrst svežih in liofiliziranih tartufov glede na aromatski profil pred in 
po shranjevanju, razlikovanje porekla svežih in liofiliziranih tartufov vrste T. aestivum 
glede na aromatski profil in vpliv sočasne liofilizacije vzorcev.  
 
4.1.1 Primerjava hlapnih organskih spojin svežih in liofiliziranih tartufov 
 
V predhodnih raziskavah so liofilizacijo opisovali kot metodo, ki bi lahko omogočala 
ohranjanje ključnih HOS v tartufih (Palacios in sod., 2014). Poleg vrst T. aestivum in T. 
melanosporum, katerih aromatski profil po liofilizaciji je bil že opisan v preteklosti, smo v 
naši raziskavi obravnavali tudi vrsti T. brumale in T. magnatum, katerih vpliv liofilizacije 
na aromatski profil še ni bil raziskan. S primerjavo HOS svežih in liofiliziranih tartufov 
smo želeli ugotoviti ali liofilizacija lahko predstavlja primerno metodo za shranjevanje 
tartufov in s tem ohranjanje njihove arome. Ta primerjava nam je omogočala boljše 
razumevanje pridobljenih rezultatov za analizo prve hipoteze, ki obravnava razlikovanje 
liofiliziranih vrst tartufov. 
 
Najbolj zastopane HOS, ki so se pojavljale v svežih tartufih (preglednica 3) so bile: 
2-metil-1-butanol, 2-butanol, 2-metil-1-propanol, 1-okten-3-ol, 2-butanon, dimetil sulfid, 
2,4-dithiapentan, 1-metoksi-3-metil benzen, benzo(b)tiopen-2-ol, anisol in 1-metilpropil 
format. Vsebnost spojin se je glede na vrsto razlikovala. 
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Preglednica 3: Najbolj zastopane hlapne organske spojine (HOS) v svežih tartufih. 
T. aestivum T. brumale 
2-Butanone (39 %) 1-Metoksi-3-metilbenzen (22 %) 
2-Butanol (15 %) Benzo(b)tiopen-2-ol  (7 %) 
  2-Metil-1-butanol (11 %) Anisol (6 %) 
Dimetil sulfid (11 %) 2-Metil-1-butanol (6 %) 
 
T. magnatum T. melanosporum 
2,4-Ditapentan (70 %) 2-Metil-1-butanol (43 %) 
Dimetil sulfid (9 %) 1-Metilpropil format (10 %) 
2-Metil-1-butanol (4 %) 1-Metoksi-3-metilbenzen (8 %) 
 Dimetil sulfid (6 %) 
 
 
Pri liofiliziranih tartufih pa so bile najbolj zastopane HOS (preglednica 4): 2-metilbutanal, 
3-metilbutanal, benzaldehid, 2-butanon, 1-metoksi-3-metilbenzen, n-heksan, 1-okten-3-ol, 
2,4-ditiapentan, anisol in (E)-2-oktenal. Vsebnost HOS se tudi pri liofiliziranih tartufih 
glede na vrste razlikujejo. 
 
Preglednica 4: Najbolj zastopane hlapne organske spojine (HOS) v liofiliziranih tartufih. 
T. aestivum T. brumale 
3-Metilbutanal (36 %) 1-Metoksi-3-metilbenzen (22 %) 
2-Butanone (18 %) 3-Metilbutanal (20 %) 
2-Metilbutanal (8 %) 
 
2-Metilbutanal (9 %) 
 
T. magnatum T. melanosporum 
3-Metilbutanal (46 %)  3-Metilbutanal (23 %) 
2,4-Ditiapentan (8 %)  1-Okten-3-ol (20 %) 
Heksanal (3 %)  2-Metilbutanal (17 %) 
  n-Heksan (5 %) 
 
 
Rezultati kažejo, da se vsebnost n-heksana, acetona, 2-metilbutanala, 3-metilbutanala, 
heksanala, 3-oktanona, metionala, benzaldehida, benzenacetaldehida in (E)-2-oktenala po 
liofilizaciji poveča pri vseh vrstah. Medtem ko se vsebnost 2-metil-1-butanola, etanola, 
dimetil sulfida, anisola, feniletil alkohola in 2-metil-1-propanola zmanjša pri vseh vrstah. 
Glede na podatke iz preglednic 3 in 4 vidimo, da se z liofilizacijo večinoma povečujejo 
vsebnosti aldehidov, zmanjšujejo po vsebnosti alkoholov ter žveplovih spojin. 
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Preglednica 5 in slika 9 predstavljata primerjavo aromatskega profila HOS svežih in 
liofiliziranih tartufov. Zaradi boljše preglednosti smo vključili samo HOS, katere imajo 
vsaj pri eni vrsti povprečno vrednost nad 5 %. Skupina ''ostalo'' ima visoke vrednosti, saj je 
bilo veliko HOS, ki so imele povprečno relativno vsebnost pod 5 %. Iz slike vidimo, da se 
aromatski profil HOS po liofilizaciji spremeni pri vseh vrstah. 
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Heksan 1,37 612 600 MS, RI b,c n.d. 0,57 2,42 n.d. 0,07 2,51 n.d. 0,18 1,81 n.d. 5,43 n.d. 
Dimetil sulfid 1,73 741 754 MS, RI, Std a 10,84 n.d. n.d. 3,60 n.d. n.d. 9,03 n.d. n.d. 6,39 n.d. n.d. 
Aceton 2,13 788 800 MS, RI b n.d. 2,83 n.d. n.d. 0,13 n.d. n.d. 1,09 n.d. n.d. 2,42 n.d. 
2-Metilpropanal 2,47 828 819 MS, RI a 0,03 n.d. n.d. 0,33 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,10 n.d. n.d. 
Etil acetat 2,87 875 888 MS, RI, Std b n.d. n.d. n.d. n.d. 1,18 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 
2-Butanon 3,02 894 907 MS, RI a,b,c 38,70 18,01 2,66  3,30 3,54 n.d. n.d. n.d. n.d. 3,09 0,32 0,18 
1-(Metiltio)propan 3,14 908 n/a MS a 0,36 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 
2-Metilbutanal 3,21 915 914 MS, RI a,b,c 0,16 8,39 5,60 0,21 9,33 2,07 0,50 2,87 6,02 2,78 17,39 11,31 
3-Metilbutanal 3,31 927 918 MS, RI a,b,c 2,38 35,62 44,23 0,90 19,67 9,52 0,75 45,96 33,71 2,29 22,64 27,37 
Etanol 3,53 953 944 MS, RI a 0,81 n.d. 0,35 0,85 n.d. n.d. 1,06 n.d. n.d. 0,29 n.d. n.d. 
1-Metilpropil format 3,89 995 n/a MS a n.d. n.d. n.d. 4,47 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 10,08 n.d. n.d. 
(E)-1-Metiltio-1-propen 3,95 1003 997 MS, RI a 0,06 2,25 0,03 1,44 0,14 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 
2-metil propanojska 
kislina, etilni ester 
4,85 943 956 
MS, RI 
b n.d. n.d. n.d. n.d. 0,86 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 
Izobutil acetat 5,63 998 1005 MS, RI c n.d. n.d. 0,05 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 1.91 
2-Butanol 6,16 1035 1025 MS, RI, Std a,b 15,15 1,33 n.d. 1,90 0,21 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 
Toluen 6,27 1043 1042 MS, RI b,c n.d. 0,69 0,57 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 
 
 
 
 
 
 se nadaljuje… 
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        T. aestivum 7 
      
 
 
         T. brumale 7 
 
 
 
        T. magnatum 7 
 
 
 
     T. melanosporum7 
            
HOS1  RT 
  min 2 
 RI 3 RI lit 4       ID 5 STAT 6    S 
 
LIOF 
mar 
LIOF 
dec 
     S 
 
LIOF 
mar 
LIOF 
dec 
S 
 
LIOF 
mar 
LIOF 
dec 
S 
 
LIOF 
mar 
LIOF 
dec 
                  
      n=36  
 
n=36 
 
n=31 
 
n=7 
 
n=7 
 
n=5 
 
n=6 
 
n=6 
 
 n=6 
 
n=5 
 
n=5 
 
  n=5 
 
Heksanal 8,29 1096 1083 MS, RI, Std b,c n.d. 1,95 3,78 n.d. 0,99 7,22 n.d. 2,99 16,82 n.d. 1,76   5.73 
2-Metil-1-propanol 9,79 1129 1114 MS, RI a 0,63 n.d. n.d. 0,67 n.d. n.d. 0,07 n.d. n.d. 5,83 n.d. n.d. 
2-Metilbutil acetat 10,11 1136 1132 MS, RI c n.d. n.d. 0,12 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 2,06 
3-Metilbutil acetat 10,44 1144 1142 MS, RI c n.d. n.d. 0,34       n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 
p-Xylen 10,57 1146 1138 MS, RI b n.d. 0,51 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 
 
4-Metil-3-penten-2-one 10,84 1152 1140 MS, RI b n.d. 1,27 0,28 n.d. 0,39 n.d. n.d. 0,31 n.d. n.d. n.d. n.d. 
2-Metil-1-butan-ol 15,85 1259 1244 MS, RI a,b 11,38 0,84 n.d. 6,40 0,89 n.d. 4,05 n.d. n.d. 42,88 n.d. 2,06 
3-Metil-1-butanol 16,09 1264 1250 MS, RI a,b 0,02 0,04 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 1,78 n.d. n.d. 0,50 n.d. 
3-Octanon 16,98 1282 1284 MS, RI, Std a,b,c 1,16 1,94 2,61 3,41 4.95 5,32 1,04 2,94 n.d. 1,11 3,08 1,54 
2,4-Ditiapentan 17,45 1292 1282 MS, RI, Std a,b,c n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 70,00 8,31 5,86 n.d. n.d. n.d. 
2-Octanon 17,75 1298 1297 MS, RI c n.d. n.d. 0,50 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 
3,5-Dimethyl-3-heptene 17,96 1308 n/a MS c n.d. n.d. 0,65 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 
Anisol 18,50 1348 1347 MS, RI a,c 0,05 n.d. 0,03 6,46 n.d. 0,65 0,07 n.d. n.d. 3,32 n.d. 9,52 
(E)-2-Oktenal 19,50 1443 1432 MS, RI b n.d. 0,52 n.d. n.d. 1,28 n.d. n.d. 6,67 n.d. n.d. 3,42 n.d. 
1-Metoksi-3-
metilbenzene 
19,66 1457 1446 MS, RI a,b,c 1,32 1,75 6,01 22,0 21,99 40,38 1,66 1,35 4,00 8,23 2,72 21,28 
1-Okten-3-ol 19,73 1445 1430 MS, RI, Std a,b,c 4,21 3,25 1,58 6,30 1,55 2,43 0,05 n.d. n.d. 1,02 19,91 n.d. 
Metional 19,88 1476 1480 MS, RI b n.d. 1,01 0,84 n.d. 0,50 n.d. n.d. 0,89 0,94 n.d. 1,01 n.d. 
Ocetna kislina 19,88 1476 1480 MS,RI, Std b,c n.d. 0,63 0,88 n.d. 0,82 0,62 n.d. 0,68 0,27 n.d. n.d. n.d. 
Tetrametilpirazin 19,99 1485 1469 MS, RI b n.d. 0,27 n.d. n.d. 0,09 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 
Benzaldehid 20,36 1526 1520 MS,RI, Std b,c n.d. 2,43 6,98 2,74 5,60 6,40 n.d. 1,72 5,73 n.d. 0,50 2,10 
Nadaljevanje preglednice 5: Primerjava povprečnih relativnih vsebnosti hlapnih organskih spojin (HOS) (prisotnih nad 5 %) svežih in liofiliziranih tartufov (v marcu in 
decembru) vrst T. aestivum, T. brumale, T. magnatum in T. melanosporum. 
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         T. brumale 7 
 
 
 
        T. magnatum 7 
 
 
 
     T. melanosporum7 
            
HOS1  RT 
  min 2 
 RI 3 RI lit 4       ID 5 STAT 6    S 
 
LIOF 
mar 
LIOF 
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     S 
 
LIOF 
mar 
LIOF 
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LIOF 
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LIOF 
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S 
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n=31 
 
n=7 
 
n=7 
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n=6 
 
n=6 
 
 n=6 
 
n=5 
 
n=5 
 
  n=5 
 
Benzo(b)tiofen-2-ol 20,47 1540 n/a MS a n.d. n.d. n.d. 6,89 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.   n.d. n.d. n.d. 
Longifolen 
 
20,61 1558 1574 MS, RI A n.d. n.d. n.d. 1,27 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.    n.d.  
1-Oktanol 20,63 1561 1563 MS, RI, Std A 0,27 n.d. 0,44 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 
Benzenacetaldehid 21,30 1655 1648 MS, RI b,c n.d. 2,37 3,01 n.d. 1,54 n.d. n.d. 1,35 2,56 n.d. 1,67 1,04 
1,4-Dimetoksibenzene 21,91 1752 1749 MS, RI a,b,c 0,10 0,05 0,15 3,67 3,20 2,56 0,74 n.d. 0,14 n.d. n.d. 0,36 
1,4-Dimetoksi-2-
metilbenzene 
22,24 1809 n/a MS c n.d. n.d. 0,07 n.d. n.d. 0,53 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 
1,2,4-Trimetoksibenzene 23,89 2100 n/a MS c n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 2,32 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 
Nonanojska kislina 24,45 2174 2171 MS, RI b n.d. n.d. 0,07 n.d. n.d. n.d. n.d. 1,49 n.d. n.d. n.d. n.d. 
Kaprolaktam 24,75 nd n/a MS c n.d. n.d. 2,15 n.d. n.d. 0,73 n.d. n.d. 1,84 n.d. n.d. 1,36 
Feniletil alkohol 26,67 nd 1906 MS a 0,15 n.d. n.d. 0,24 n.d. n.d. 0,87 n.d. n.d. 0,26 n.d. n.d. 
OSTALO  
    
12,22 11,47 13,61 22,92 21,06 16,73 10,10 19,42 20,29 12,32 17,2 12,15 
 
 
                
1Identificirane hlapne organske spojine (HOS) v vzorcih tartufov. 2Retenzijski čas hlapnih spojin na koloni VF-WAX. 3Izračunani retenzijski indeks (RI) hlapnih spojin na koloni VF-
WAX. 4Retenzijski indeks hlapnih spojin iz literature (NIST Chemistry WebBook, SRD 69 in PubChem). 5Identifikacija na podlagi: MS-primerjava masnega spektra z uporabo 
knjižnice NIST; RI-izračunani retenzijski indeks (RI) iz NIST Chemistry WebBook, SRD 69 in PubChem; Std-potrjeno z avtentičnimi standardi. 6Hlapna spojina, uporabljena pri 
statistični analizi (a) svežih vzorcev, (b) liofiliziranih vzorcev marca, (c) liofiliziranih vzorcev decembra. 7Primerjava aromatskih profilov svežih (S), liofiliziranih tartufov marca (FD 
mar) in zmrznjenih tartufov od decembra (FD dec) podani v povprečni površini (%). n.d. = ni detektirano, n = število vzorcev; * Povprečna vrednost vrste tartufov T. brumale ne 
odraža realnega stanja, ker so se aromatski profili med vzorci iste vrste razlikovali. Aromatski profil ni značilen za vrsto. Povprečna vrsta je bila izračunana le informativno.
Nadaljevanje preglednice 5: Primerjava povprečnih relativnih vsebnosti hlapnih organskih spojin (HOS) (prisotnih nad 5 %) svežih in liofiliziranih tartufov (v marcu in 
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Pri vzorcih vrste T. brumale so se aromatski profili zelo razlikovali, kar nismo znali 
pojasniti. Čeprav smo izračunali povprečno vrednost za relativno vsebnost HOS, bi bilo 
potrebno vključiti večje število vzorcev in raziskati tipični profil za omenjeno vrsto.  
 
 
 
 
 
 
 
4.1.1.1 Primerjava aromatskega profila hlapnih organskih spojin svežih in 
liofiliziranih tartufov vrste T. aestivum 
 
Povprečne relativne vsebnosti glavnih HOS v svežih vzorcih tartufov vrste T. aestivum so 
bile 2-butanon (39 %),  2-butanol (15 %), 2-metilbutanol (11 %) in dimetil sulfid (11 %). 
Liofilizacija je odločilno vplivala na spremembo aromatskega profila. Po liofilizaciji so 
bile najpogosteje zastopane HOS 3-metilbutanal (36 %), 2-butanon (18 %) in 
2-metilbutanal (8 %). Po liofilizaciji so bile opazne zmanjšane vsebnosti vseh glavnih HOS 
svežih tartufov. Povprečna relativna vsebnost 2-butanona se ji zmanjšala iz 39 % na 18 %, 
2-butanola iz 15 % na 1 %, 2-metilbutanala iz 11 % na 1 % in dimetil sulfida iz 11  % na 
n.d. Poleg tega smo po liofilizaciji zaznali predvsem zvišanje vsebnosti 3-metilbutanala iz 
2 % na 36 % in 2-metilbutanala iz n.d. na 8 %. V izračun povprečja so bili vključeni tudi 
trije vzorci slabše kakovosti (verjetno gnili). Naši rezultati so v skladu z raziskavo, ki so jo 
izvedli Palacios in sod. (2014), ki kažejo, da se aroma vrste T. aestivum zelo spremeni po 
liofilizaciji, kar povzroči povečanje vsebnosti 2-metilbutanala, 3-metilbutanala in 
heksanala ter zmanjšanje vsebnosti 2-butanola, 2-butanona, dimetil sulfida in 
2-metil-1-propanola. Različni rezultati pa so se pokazali pri spojini 1-okten-3-ol, za 
katerega so v predhodni študiji opisali, da po liofilizaciji naraste, pri naši raziskavi pa se je 
vsebnost zmanjšala. Pojavljale so se tudi razlike v prisotnosti HOS, ki so zastopane v 
manjšem obsegu in prisotnosti 2-metilpropanala in 2-propanona, ki jih v naši raziskavi 
nismo identificirali. Sklepamo, da je do razlik lahko prišlo zaradi različne zrelosti, 
Slika 9: Primerjava hlapnih organskih spojin (HOS) svežih in liofiliziranih tartufov (marec) vrst T. 
aestivum, T. brumale, T. magnatum in T. melanosporum. 
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transporta, poteka liofilizacije oz. različnega časa shranjevanja liofiliziranih tartufov pred 
samo analizo. 
 
4.1.1.2    Primerjava aromatskega profila hlapnih organskih spojin svežih in liofiliziranih 
tartufov vrste T. brumale 
 
Med aromatskimi profili svežih vzorcev vrste T. brumale smo opazili razlikovanje, zato 
rezultati ne kažejo tipičnega profila vrste. Kljub temu smo izračunali povprečne relativne 
vsebnosti glavnih HOS v svežih vzorcih, katere so bile za 1-metoksi-3-metilbenzen (22 %), 
benzo(b)tiopen-2-ol (7 %), anisol (6 %), 2-metil-1-butanol (6 %) in 1-okten-3-ol (6 %). 
Liofilizirani vzorci so imeli najvišje relativne vsebnosti 1-metoksi-3-metilbenzena (22 %), 
3-metilbutanala (20 %), 2-metilbutanala (9 %) in benzaldehida (6 %). Vsebnost spojine 
1-metoksi-3-metilbenzen je ostala po liofilizaciji enaka. Manjše razlike med svežimi in 
liofiliziranimi vzorci so se pokazale v povprečni relativni vsebnosti HOS 
1,4-dimetoksibenzen, ki je bila zmanjšana z liofilizacijo iz 4 % na 3 %, 2-butanona, ki se je 
povečal iz 3 % na 4 % in 3-oktanona, ki se je povečal iz 3 % na 5 %. Vsebnosti 
2-metil-1-butanola se je po liofilizaciji zmanjšala iz 6 % na 1 %, medtem ko se je vsebnost 
1-okten-3-ola zmanjšal iz 6 % na 2 %. Zaznali smo izgubo benzo(b)tiopen-2-ola in anisola. 
Rezultati kažejo velike spremembe v liofiliziranih vzorcih, ki se kažejo s povečanjem 
3-metilbutanala iz 1 % do 20 % in 2-metilbutanala iz ne detektiranega do 11 %. V 
predhodnih študijah so prišli do drugačnih rezultatov, saj so bili v svežih tartufih 
1-metoksi-3-metilbenzen, bezo(b)tiopen-2-ol in anisol prisotni v manjših vsebnostih kot v 
naši raziskavi ali sploh niso bili prisotni (Kamle in sod., 2017; Kiss in sod., 2011; 
Mauriello in sod., 2004). V našem primeru je višja vsebnost anisola lahko posledica, 
prezrelosti tartufov. Predhodnih študij o vsebnosti HOS liofiliziranih tartufov vrste T. 
brumale ni zaslediti. 
  
4.1.1.3    Primerjava aromatskega profila hlapnih organskih spojin svežih in liofiliziranih 
tartufov vrste T. magnatum 
 
V svežih tartufih vrste T. magnatum ima najvišjo vsebnost 2,4-ditiapentan (70 %), ki 
predstavlja glavno in karakteristično spojino za to vrsto (Costa in sod., 2015; Gioacchini in 
sod., 2008; Mauriello in sod., 2004). Med bolj zastopanimi HOS so bili tudi dimetil sulfid 
(9 %) in 2-metil-1-butanol (4 %). Vsebnost 2,4-ditiapentana se je po liofilizaciji izrazito 
zmanjšala na 8 %, medtem ko vsebnosti dimetil sulfida in 2-metil-1-butanola niso bile 
detektirane. Opazna pa je bila višja vsebnost 3-metilbutanala, ki se je iz 1 % povečala na 
46 %. Podatkov o aromatskem profilu liofiliziranih tartufov vrste T. magnatum v 
predhodnih objavah ni zaslediti.  
 
4.1.1.4 Primerjava aromatskega profila hlapnih organskih spojin svežih in liofiliziranih 
tartufov vrste T. melanosporum 
 
Najvišje povprečne relativne vsebnosti HOS v svežih vzorcih tartufov vrste T. 
melanosporum so imele spojine 2-metilbutanol (43 %), 1-metilpropil format (10 %), 
1-metoksi-3-metilbenzen (8 %), dimetil sulfid (6 %) in 2-metil-1-propanol (6 %). Po 
liofilizaciji je bil opazen manjši upad 1-metoksi-3-metilbenzena iz 8 % na 3 % povprečne 
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relativne vsebnosti. Večje razlike so bile zaznane v vsebnosti 2-metil-1-butanola, 
1-metilpropil formata, dimetil sulfida in 2-metil-1-propanola, ki po liofilizaciji niso bile 
detektirane. Aromatski profil liofiliziranih tartufov vrste T. melanosporum v večinskem 
deležu sestavljajo 3-metilbutanal, 1-okten-3-ol, 2-metilbutanal in n-heksan. Rezultati 
kažejo, da so se po liofilizaciji povečale povprečne relativne vsebnosti 3-metilbutanala iz 
2 % na 23 %, 1-okten-3-ola iz 1 % na 20 %, 2-metilbutanala iz 3 % na 17 % in n-heksana 
iz n.d. na 5 %. Naši rezultati so v nasprotju s prejšnjimi objavami, ki kažejo, da liofilizacija 
omogoča ohranjanje dimetil sulfida (Campo in sod., 2017; Marco in sod., 2018; Palacios in 
sod., 2014). Prav tako, v raziskavah v liofiliziranih tartufih ni bilo zaznanih visokih 
vsebnosti 1-okten-3-ola. Le ta je bil prisoten v manjših vsebnostih ali ni bil sploh 
identificiran (Marco in sod., 2018; Palacios in sod., 2014). V našem primeru je lahko 
prisotnost posledica nekontroliranega in neprimernega transporta z zamrzovanjem (Campo 
in sod., 2017) ali prezrelosti tartufov. V naši raziskavi so se vsebnosti 2-metilbutanala (za 
okoli 15 %) in 3-metilbutanala (za okoli 20 %) povišale, Palacios in sod. (2014) pa 
navajajo, da naj bi se po liofilizaciji zmanjšale. Sklepamo, da je do razlik lahko prišlo 
zaradi različnega transporta, poteka liofilizacije oz. časa shranjevanja liofiliziranih tartufov 
pred samo analizo. Marco in sod. (2018) poročajo, da se vsebnosti 2-metilbutanala z 
liofilizacijo povečajo, kar je v skladu z našimi rezultati. 
 
Preglednica 6 prikazuje katere HOS so se po liofilizaciji povečale oz. zmanjšale glede na 
vrsto. 
 
Preglednica 6: Spremembe v vsebnosti najbolj zastopanih hlapnih organskih spojin (HOS) po vrstah tartufov 
po liofilizaciji. 
T. aestivum T. brumale T. magnatum  T. melanosporum 
2-Butanon↓ 1-Metoksi-3-metilbenzen↓ 2,4-Ditiapentan ↓ 2-Metil-1-butan-ol↓ 
2-Butanol↓ Benzo(b)tiofen-2-ol↓ Dimetil sulfid↓ 1-Metilpropil format ↓ 
2-Metil-1-butanol ↓ Anisol↓ 2-Metil-1-butanol↓ 1-Metoksi-3-metilbenzen↓  
Dimetil sulfid ↓    2-Metilbutan-1-ol↓ 3-Metilbutanal↑ Dimetilsulfid ↓ 
3-Metilbutanal ↑ 1-Okten-3-ol↓ 
 
2-Metil-1-propanol↓ 
2-Metilbutanal ↑ 3-Metilbutanal↑ 
 
3-Metilbutanal↑ 
 
2-Metilbutanal↑ 
 
1-Okten-3-ol↑ 
 
Benzaldehid↑ 
 
2-Metilbutanal↑ 
↑ Povečanje vsebnosti hlapne organske spojine po liofilizaciji 
↓ Zmanjšanje vsebnosti hlapen organske spojine po liofilizaciji  
 
4.1.1.5 Vpliv liofilizacije na hlapne organske spojine v tartufih 
 
Po liofilizaciji so bile zaznane velike spremembe v aromatičnemu profilu pri vseh štirih 
obravnavanih vrstah tartufov (T. aestivum, T. brumale, T. magnatum in T. melanosporum). 
3-metilbutanal je bil najbolj zastopana HOS liofiliziranih vrstah tartufov T. aestivum, T. 
magnatum in T. melanosporum, njihova relativna vsebnost je variirala med 23 in 46 %. Le 
ta spojina je bila pri vrsti T. brumale druga najbolj zastopana (20 %), medtem ko je imela 
največjo vsebnost spojina 1-metoksi-3-metilbenzen (22 %). V svežih vzorcih je bila 
vsebnost 3-metilbutanala 1–2 %. Rezultati kažejo, da se je po liofilizaciji vsebnost 
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3-metilbutanala povečala pri vseh vrstah. Poleg tega je narasla tudi vsebnost 
2-metilbutanala. Za obe spojini se sklepa, da izhajata iz razgradnje aminokislin z razvejano 
verigo. 3-metilbutanal bi lahko nastal po biosintetski poti iz levcina, čigar aroma spominja 
na slad in čokolado. Medtem ko bi 2-metilbutanal lahko nastal iz izolevcina, kateri ima 
aromo po oreščkih. Benzaldehid in benzacetaldehid, ki se v manjših vsebnostih (1-6 %)  
pojavita šele po liofilizaciji verjetno izhajata iz fenilanalina. Aroma benzaldehida, ki se 
največ poveča pri vrsti T. brumale (iz n.d na 6 %) spominja na mandlje. Za benzaldehid, ki 
se po liofilizaciji pojavi pri vseh vrstah do 2 %, pa je značilna cvetna aroma (Costa in sod., 
2015; Kamle in sod., 2017; Splivallo in sod., 2011). Nastanek alkoholov z nizko točko 
vrelišča in pripadajočih aldehidov je povezan z degradacijo aminokislin (alanin, valin, 
izolevcin, levcin, 2-aminobutanojska kislina). Te aminokisline so v večji meri prisotne v 
popolnoma zrelih črnih tartufih in lahko služijo kot prekurzorji HOS (Talou in sod., 1989).  
 
Nekatere glavne HOS v določenih vrstah po liofilizaciji niso bile zaznane to so npr. dimetil 
sulfid pri vrsti T. aestivum; benzo(b)tiopen-2-ol in anisol pri vrsti T. brumale; dimetil 
sulfid in 2-metil-2-butanol pri vrsti T. magnatum; ter 2-metil-1-butanol, 1-metilpropil 
format, 2-metil-1-propanol in dimetil sulfid pri vrsti T. melanosporum. Poleg 
3-metilbutanala, ki je bil večinsko prisoten pri vseh vrstah liofiliziranih tartufov, je bil 
opazen pojav 2-metilbutanala (iz n.d. na 8 %) pri vrsti T. aestivum; 2-metilbutanala (iz n.d. 
na 9 %) in benzaldehida (iz n.d. na 6 %) za vrsto T. brumale; (E)-2-oktenala (iz n.d. na 
7 %) pri vrsti T. magnatum; ter n-heksana (iz n.d. na 5 %) in 1-okten-3-ola (iz 1 % na 
20 %) pri vrsti T. melanosporum. Odsotnost vode je verjetno vodila v neaktivnost encimov, 
kateri so vpleteni v tvorbo določenih HOS. Razlike v aromi so verjetno posledica izgube 
vode in nestabilnosti aromatskih komponent (Palacios in sod., 2014).  
 
Žveplove spojine predstavljajo eno izmed najpomembnejših skupin hlapnih komponent v 
tartufih. Te spojine dajejo česnove in žveplene note. Najbolj zastopana žveplova spojina v 
tartufih je dimetil sulfid, ki verjetno izhaja iz L-metionina, ki nastane preko Ehrlichove 
poti (Vahdatzadeh in sod., 2019). Le ta predstavlja razgradnjo aminokislin, v kateri se 
najprej izvede transaminacija aminokisline v α-keto kislino, kateri sledi dekarboksilacija 
(Hazelwood in sod, 2008). V naši raziskavi je vsebnost dimetil sulfida v svežih tartufih 
variirala med vrstami 4–11 %. Najmanjša vsebnost je bila zaznana pri vrsti T. brumale, 
medtem ko je bila največja prisotna pri vrsti T. aestivum. Pri liofiliziranih tartufih ni bil 
identificiran pri nobeni vrsti. 2,4-ditiapentan, ki je bil zaznan samo pri vrsti T. magnatum, 
verjetno izhaja iz L-metionina (Vahdatzadeh in sod., 2019). Vsebnost te spojine se je 
znatno zmanjšala (iz 70 % na 8 %). Zmanjšanje žveplovih spojin po liofilizaciji je verjetno 
posledica njihove nestabilnosti (Palacios in sod., 2014).  
 
1-okten-3-ol, katerega najvišjo vsebnost smo zaznali pri aromi liofiliziranih tartufov vrste 
T. melanosporum (20 %), ima značilno aromo po zemlji in gobah. Akumulirajo in izločajo 
ga nekatere užitne vrste gliv. Nastane lahko iz linolenske kisline, ki je najbolj zastopana 
maščobna kislina v zrelih tartufih. Iz lipidne oksidacije kot sekundarni produkt pa nastane 
heksanal, ki je prisoten v liofiliziranih tartufih vseh vrst v razponu 1-3 %. V svežih tartufih 
ni bil identificiran. Ker v predhodnih objavah 1-okten-3-ol ni omenjen kot tipična spojina 
pri vrsti T. melanosporum (Campo in sod., 2017; Marco in sod., 2018), je lahko prisotnost 
v naši študiji posledica nekontroliranega in neprimernega transporta z zamrzovanjem 
(Campo in sod., 2017) ali prezrelosti tartufov. 
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V svežih tartufih ni bilo pri nobeni vrsti identificiranega acetona, vendar se po liofilizaciji 
pojavi v vsebnosti do 3 %. Sklepati je mogoče, da nastane kot produkt razgradnje 
maščobnih kislin (Talou in sod., 1989). Anisol, ki je prisoten v svežih vrstah T. brumale in 
T. melanosporum v razponu 3–6 %, v liofiliziranih vzorcih ni bil identificiran. Le ta daje 
rahlo pikantno aromo. Talou in sod. (1989) so ga opisovali kot pokazatelja arome prezrelih 
tartufov.  
 
Predhodne objave so pokazale, da se ključne HOS kot so npr. dimetil sulfid pri vrsti T. 
melanosporum po liofilizaciji ohranjajo (Campo in sod., 2017; Palacios in sod., 2014) ter 
da se celotna aroma večinoma ohrani (Palacios in sod., 2014). Aromatski profil vrste T. 
aestivum pa naj bi bil bistveno spremenjen (Palacios in sod., 2014). Naši rezultati kažejo, 
da so se najbolj zastopane HOS pri vseh vrstah (T. aestivum, T. brumale, T. magnatum in 
T. melanosporum) izgubile ali pa ohranile v zmanjšanih vsebnostih.   
 
4.1.2 Razlikovanje med vrstami svežih in liofiliziranih tartufov glede na 
aromatski profil hlapnih organskih spojin 
 
Palacios in sod. (2014) opisujejo aromatski profil HOS svežih tartufov kot orodje za 
identifikacijo in razlikovanje med vrstami. Z analizo smo želeli opredeliti ali se liofilizirani 
tartufi vrst T. aestivum, T. brumale, T. magnatum in T. melanosporum lahko razlikujejo 
med seboj glede na aromatski profil in katere HOS pripomorejo k ločbi med vrstami. Če 
smo želeli ovrednotiti primernost razlikovanja vrst pri liofiliziranih tartufih, smo morali 
predhodno preučiti razlikovanje svežih tartufov na istih vzorcih. Ker v preteklosti ni bilo 
objavljenih študij razlikovanja liofiliziranih vrst tartufov, nas je zanimalo kakšen vpliv ima 
liofilizacija na ločbo med vrstami. 
 
Rezultati LDA analize (slika 10, (a)) kažejo ločbo svežih tartufov vrst T. aestivum in  T. 
magnatum glede na aromatski profil HOS, medtem ko se vrsti T. brumale in T. 
melanosporum ne ločita. Na korelacijskem grafikonu (slika 10, (b)) je predstavljeno 
razlikovanje vrst glede na HOS, ki največ pripomorejo k ločbi. Daljše kot so črte, bolj je 
spojina pomembna za ločbo. T. magnatum se loči zaradi visoke vsebnosti 2,4-ditiapentana 
(70 %), ki je značilen za omenjeno vrsto. K ločbi prispevata tudi vsebnost etanola (1 %) in 
feniletil alkohola (0,9 %). Vrsta T. aestivum se loči zaradi 36-39 % višje vsebnosti 
2-butanona, 13-15 % višje vsebnosti 2-butanola in 3-7 % višje vsebnosti dimetil sulfida 
glede na ostale vrste. In pa tudi po tem, da edina izmed vseh vsebuje 1-oktanol in 
1-(metiltio)propan. Aromatska profila vrste T. melanosporum in T. brumale se prekrivata 
predvsem zaradi vsebnosti 1-metoksi-3-metilbenzena, 1-metilpropil formata, anisola in 
feniletil alkohola. Samo ti vrsti imata večje vsebnosti anisola (3–6 %), ki je bil že prej 
omenjen kot odgovoren za aromo prezrelih tartufov (Talou in sod., 1989). Sklepamo, da so 
bili vzorci tartufov vrst T. brumale in T. melanosporum prezreli, ter se vrsti posledično 
nista dobro ločili. Potrebovali bi tudi več vzorcev vrste T. brumale, saj so vzorci, ki so bili 
vključeni v analizo razlikovali med seboj in niso kazali tipičnega profila.  
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Slika 10: Razlikovanje med vrstami svežih tartufov AES - T. aestivum; BRU - T. brumale, MAG - T. 
magnatum in MEL - T. melanosporum glede na aromatski profil hlapnih organskih spojin (HOS)  (LDA 
analiza; a) in korelacijski grafikon med vrstami tartufov in hlapnimi organskimi spojinami (HOS) (b). Z 
rumeno barvo so označeni skupinski centroidi. Statistično značilna razlika (p < 0.05). 
 
Čeprav bi pričakovali, da bodo vrste liofiliziranih tartufov slabše ločene zaradi velikih 
sprememb v aromatskem profilu, nam rezultati LDA analize (slika 11, (a)) kažejo boljšo 
ločbo. Vse štiri vrste T. aestivum, T. brumale, T. magnatum in T. melanosporum se dobro 
ločijo med seboj. 
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Slika 11: Razlikovanje med vrstami liofiliziranih tartufov AES - T. aestivum; BRU - T. brumale, MAG - T. 
magnatum in MEL - T. melanosporum glede na aromatski profil hlapnih organskih spojin (HOS) (LDA 
analiza; a) in korelacijski grafikon med vrstami tartufov in hlapnimi organskimi spojinami (HOS) (b). Z 
rumeno barvo so označeni skupinski centroidi. Statistično značilna razlika (p < 0.05). 
Iz korelacijskega grafikona (slika 11, (b))  vidimo, katere HOS so najbolj pripomogle k 
ločbi liofiliziranih vrst. T. melanosporum se razlikuje od ostalih zaradi 4-5 % višje 
povprečne relativne vsebnosti n-heksana, 17–20 % višje vsebnosti 1-okten-3-ola in 8-14 % 
višje vsebnosti 2-metilbutanala. T. magnatum je edina vrsta, ki vsebuje 2,4-ditiapentan 
(8 %) in nonanojsko kislino (1 %). Ločuje se tudi zaradi 1-2 % višje vsebnosti heksanala. 
Vrsta T. brumale se loči zaradi 19-21 % višje vsebnosti 1-metoksi-3-metilbenzena, 3 % 
višje vsebnosti 1,4-dimetilbenzena in 4-5 % višje vsebnosti benzaldehida. Je tudi edina 
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vrsta, ki je vsebovala 3-metil-6-propilfenol (7 %). T. aestivum se loči zaradi 14–18 % višje 
vsebnosti 2-butanona in 1 % višje vsebnosti 2-butanola glede na ostale vrste.  
 
Če primerjamo razlikovanje svežih in liofiliziranih tartufov glede na aromatski profil 
opazimo, da je navzkrižna validacija rahlo višja pri liofiliziranih tartufih (83,3 %) v 
primerjavi s svežimi (81,5 %). Tako sveži kot liofilizirani tartufi se dobro ločijo, saj 
vrednost navzkrižne validacije > 80 %, kar daje zadovoljiv rezultat glede na majhno število 
vzorcev. Ločba med vrstami liofiliziranih tartufov kaže, da se transformacije izvršujejo v 
takšni smeri, da se ohranja specifičnost posamezne vrste. Karakteristični profil 
liofiliziranih vrst se tvori med liofilizacijo in mogoče lahko služi kot orodje pri 
razlikovanju med vrstami liofiliziranih tartufov glede na aromatski profil, ki pa ne temelji 
na tipični aromi svežih tartufov. Rezultati kažejo tudi, da z uporabo HOS tartufov, 
prisotnih pri vsaj eni vrsti nad 5 %, lahko razlikujemo med vrstami. Za bolj zanesljive 
rezultate bi potrebovali večjo podatkovno bazo in znanje o spreminjanju in pretvorbah 
HOS med procesom liofilizacije in shranjevanjem. Pozorni bi morali biti tudi na načine 
shranjevanja in transporta tartufov pred prihodom v laboratorij, njihovo zrelost in kvaliteto. 
Dobro bi bilo tudi preveriti kako vpliva upoštevanje različnih kriterijev pri identifikaciji 
HOS za njihovo vključevanje v statistično analizo (v našem primeru prisotnih pri vsaj eni 
vrsti nad 5 %) na ločevanje med vrstami.   
 
4.1.3 Razlikovanje vrst liofiliziranih tartufov glede na aromatski profil hlapnih 
organskih spojin po shranjevanju 
 
Z analizo liofiliziranih vzorcev tartufov smo želeli ugotoviti ali se aromatski profil HOS 
liofiliziranih tartufov med shranjevanjem spreminja in ali se vrste liofiliziranih tartufov še 
vedno lahko ločijo. Opravljeni sta bili dve analizi na 47 vzorcih liofiliziranih tartufov vrst 
T. aestivum, T. brumale, T. magnatum in T. melanosporum. Ker je bilo 7 vzorcev že 
predhodno porabljenih nismo mogli analize opraviti na vseh 54 vzorcih. Prva analiza je 
bila opravljena marca 2019, druga pa decembra 2019. Pred prvo analizo so bili vzorci 
hranjeni največ 6 mesecev ter zmleti. Nato so bili 9 mesecev shranjeni v plastičnih 
posodicah v temnem prostoru na sobni temperaturi.   
 
V preglednici 5 (str. 30) so predstavljene povprečne relativne vsebnosti HOS liofiliziranih 
tartufov vrst T. aestivum, T. brumale, T. magnatum in T. melanosporum pred (marec) in po 
devetmesečnem shranjevanju (december). Zaradi preglednosti smo vključili samo HOS, ki 
so imele povprečno relativno vsebnost vsaj v eni vrsti nad 5 %. Skupina ''ostalo'' ima 
visoko vrednost, saj je bilo veliko HOS prisotnih pod 5 %.  
 
Pri vrsti T. aestivum so se največje spremembe po shranjevanju kazale v zmanjšanju 
relativne povprečne vsebnosti 2-butanona (iz 18 % na 3 %) in povečanju 3-metilbutanala 
(iz 36 % na 44 %), 1-metoksi-3-metilbenzena (iz 2 % na 6 %) ter benzaldehida (iz 2 % na 
7 %). Devetmesečno shranjevanje je pri vrsti T. brumale povzročilo zmanjšanje relativne 
vsebnosti 3-metilbutanala (iz 20 % na 10 %) in 2-metilbutanala (iz 9 % na 2 %) ter 
povečanje vsebnosti heksanala (iz 1 % na 7 %) in 1-metoksi-3-metilbenzena (iz 22 % na 
40 %). Pri vrsti T. magnatum so se največje spremembe pojavile v zmanjšanju relativne 
vsebnosti 3-metilbutanala (iz 46 % na 34 %) in 2,4-ditiapentana (iz 8 % na 6 %), ter 
povečanje vsebnosti 2-metilbutanala (iz 3 % na 6 %), heksanala (iz 3 % na 17 %), 
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1-metoksi-3-metilbenzena (iz 1 % na 4 %) in benzaldehida (iz 2 % na 6 %). Rezultati 
kažejo, da so se pri vrsti T. melanosporum zmanjšale relativne vsebnosti 2-metilbutanala 
(iz 17 % na 11 %) in 1-okten-3-ola (iz 20 % na n.d.) ter povečale vsebnosti 3-metilbutanala 
(iz 23 % na 27 %), heksanala (iz 2 % na 6 %), 1-metoksi-3-metilbenzena (iz 3 % na 21 %).  
 
Pri vrstah T. aestivum, T. magnatum in T. melanosporum je bila najbolj zastopana spojina 
3-metilbutanal (27–44 %), le pri vrsti T. brumale je prevladoval 1-metoksi-3-metilbenzen 
(40 %). Po 9 mesecih shranjevanja je bila pri vseh vrstah zaznana zmanjšana vsebnost 
acetona (do 3 %), (E)-2-oktenala (do 7 %) in 3-metil-1-butanola (do 2 %), medtem ko smo 
pri vseh vrstah opazili povečano vsebnost heksanala (2-14 %), 1-metoksi-3-metilbenzena 
(3–18 %) in benzaldehida (1-5 %). Večja vsebnost heksanala je verjetno posledica lipidne 
oksidacije in lipooksigenazne aktivnosti (Costa in sod., 2015), medtem ko benzaldehid 
nastaja iz razgradnje aminokisline fenilanalin (Kamle in sod., 2017).  
 
Iz slike 12, kjer so vključene HOS, ki imajo relativno vsebnost vsaj pri eni vrsti nad 5 %, 
vidimo, da se aromatski profil po shranjevanju spremeni. 
 
 
  
Slika 13a prikazuje razlikovanje med vrstami liofiliziranih tartufov po devetih mesecih 
shranjevanja. Vse vrste se ločijo, čeprav slabše kot pred shranjevanjem, kar se kaže z 
manjšo vrednostjo navzkrižne validacije, katere vrednost pred shranjevanjem je 83,3 %, po 
shranjevanju pa 61,7 %. Ti rezultati nakazujejo, da je čas analize po mletju zelo 
pomemben, ter da je vzorce potrebno čim prej analizirati. Potrebno bi bilo preveriti ali bi 
validacijo lahko izboljšali z znižanjem praga 5 % za identifikacijo HOS. 
 
Slika 12: Primerjava aromatskega profila liofiliziranih tartufov pred (marec) in po shranjevanju (december). 
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Slika 13: Razlikovanje med vrstami liofiliziranih tartufov TUBAES - T. aestivum, TUBBRU - T. brumale, 
TUBMAG - T. magnatum in TUBMEL - T. melanosporum glede na aromatski profil hlapnih organskih 
spojin (HOS) po 9 mesecih skladiščenja (a) in korelacijski grafikon med vrstami liofiliziranih tartufov po 
shranjevanju in hlapnimi organskimi spojinami (HOS) (LDA) (b). Z rumeno barvo so označeni skupinski 
centroidi. Statistično značilna razlika (p < 0.05). 
 
Iz slike 13b vidimo, da se vrsta T. brumale loči predvsem zaradi 19-36 % višje povprečne 
relativne vsebnosti 1-metoksi-3-metilbenzena, 3 % višje vsebnosti 1,4-dimetoksibenzena in 
2 % višje vsebnosti 1,2,4-trimetoksibenzena. Vrsta T. melanosporum se loči zaradi 5-9 % 
višjih povprečnih relativnih vsebnosti 2-metilbutanala, 9–10 % višjih vsebnosti anisola, 
2 % višjih vsebnosti 2-metil-1-butanola in 2 % višjih vsebnosti izobutil acetata. Vrsta T. 
magnatum se loči zaradi prisotnosti 2,4-ditiapentana (6 %), ki ni bil prisoten pri nobeni od 
drugih vrst. Poleg tega ima 10–13 % višje povprečne relativne vsebnosti heksanala. Vrsta 
T. aestivum pa se loči zaradi 10–34 % višjih povprečnih relativnih vsebnosti 
3-metilbutanala, 3 % višje vsebnosti 2-butanona, 0,5–5 % višjih vsebnosti benzaldehida in 
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0,5-3 % višjih vsebnosti benzenacetaldehida. Pridobljeni rezultati kažejo, da se 
liofiliziranih tartufi vrst T. aestivum, T. brumale, T. magnatum in T. melanosporum po 
devetmesečnemu shranjevanju še vedno ločijo, čeprav slabše kot pred shranjevanjem. Ko 
smo že omenili bi bilo potrebno bi bilo preveriti ali bi validacijo lahko izboljšali z 
znižanjem praga 5 % za identifikacijo HOS. 
 
4.1.4 Razlikovanje porekla svežih in liofiliziranih slovenskih tartufov vrste T. 
aestivum glede na aromatski profil hlapnih organskih spojin 
 
Nekatere študije so pokazale, da se aromatski profil HOS lahko razlikuje glede na 
geografski izvor tartufov. Izvor prispeva k variabilnosti arome pri svežem belem tartufu T. 
magnatum glede na vsebnost terpenodiov (Gioacchini in sod., 2008), medtem ko pri 
zamrznjeni vrsti T. borchii glede na vsebnost tiofenskih derivatov (Splivallo in Ebeler, 
2015). 
 
Za analizo razlikovanja porekla v naši raziskavi smo vključili slovenske vzorce tartufov 
vrste T. aestivum (n=27). Vzorci so izhajali iz štirih območij v Sloveniji (slika 14): Bloke, 
Spodnje Blato, Sežana in Žlebič. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 14: Območja, iz katerih so bili nabrani vzorci tartufov vrste T. aestivum (Google maps, 2020). 
Slika 15a prikazuje razlikovanje med poreklom slovenskega tartufa vrste T. aestivum glede 
na aromatski profil HOS. Iz levega grafa lahko vidimo, da se med svežimi tartufi glede na 
aromatski profil dobro ločujejo samo tartufi iz Sežane. Razlog je lahko ta, da so Bloke, 
Spodnje Blato in Žlebič locirani bližje v notranjosti države, medtem ko je Sežana bolj 
oddaljena in bližje morju, kar prispeva k drugačni klimi, prsti in posledično lahko 
različnemu aromatskemu profilu. Tudi geološka sestava tal iz področja Sežane se razlikuje 
od ostalih lokacij sestavljena iz krednega skrilavega in ploščatega apnenca, medtem ko 
ostale lokacije ležijo v Dinarsko-kraškem področju, kjer prevladuje dolomit (GeoZS, 
2013). Tartufi iz Sežane (slika 15b) se ločijo po 15 – 25 % višjih vsebnostih 
2-metil-1-butanola in do 1 % višjih vsebnosti 1-metoksi-3-metilbenzena. 
Šiškovič N. Določevanje hlapnih organskih spojin v tartufih.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2020 
 
 
44 
 
Slika 15: Razlikovanje med poreklom svežih slovenskih tartufov vrste T. aestivum glede na aromatski profil 
hlapnih organskih spojin (HOS) (LDA analiza; a) in korelacijski grafikon med poreklom in hlapnimi 
organskimi spojinami (HOS) (b). Z rumeno barvo so označeni skupinski centroidi. Statistično značilna 
razlika (p < 0.05). 
 
Čeprav bi pričakovali, da bo ločba porekla glede na aromatski profil slabša pri liofiliziranih 
vzorcih, saj se je le ta spremenil, rezultati kažejo, da se vsa štiri območja po liofilizaciji 
ločijo (slika 16a).  
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Slika 16: Razlikovanje med poreklom liofiliziranih slovenskih tartufov vrste T. aestivum glede na aromatski 
profil hlapnih organskih spojin (HOS) (LDA analiza; a) in korelacijski grafikon med poreklom in hlapnimi 
organskimi spojinami (HOS) (b). Z rumeno barvo so označeni skupinski centroidi. Statistično značilna 
razlika (p < 0.05). 
Vzorci liofiliziranih tartufov iz Sežane se ločijo (slika 16b) zaradi vsebnosti toluena 
(0,8 %), ki pa ne predstavlja tipične HOS za tartufe. Razlikujejo se tudi zaradi 6–9 % višjih 
povprečnih relativnih vsebnosti 2-metilbutanala in 1–2 % višjih vsebnosti heksanala. 
Liofilizirani vzorci iz Spodnjega Blata se ločijo zaradi višje relativne vsebnosti (1–2 %) 
n-heksana, ki nepomembno prispeva h končni aromi tartufov. Liofilizirani tartufi iz 
Žlebiča se ločijo pod 0,5 % višje vsebnosti ocetne kisline in do 1 % višje vsebnosti 
benzaldehida. Liofilizirani tartufi iz Blok pa se ločijo zaradi 2–3 % višje povprečne 
relativne vsebnosti 1-metoksi-3-metilbenzena. Čeprav analiza LDA kaže ločbo med 
poreklom liofiliziranih tartufov vrste T. aestivum glede na aromatski profil, je v raziskavo 
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vključenih premalo število vzorcev, da bi lahko trdili, da so razlike v aromi posledica 
geografskega porekla. Nekatere HOS, ki so ključno vplivale na ločbo, niso značilne za 
aromo tartufov (toluen, n-heksan), medtem ko bi lahko bile nekatere uporabne v nadaljnjih 
študijah (2-metilbutanal, heksanal, benzaldehid, 1-metoksi-3-metilbenzen). 
 
Kljub temu, da je navzkrižna validacija po liofilizaciji vzorcev višja (40,7 %), v primerjavi 
s svežimi vzorci (29,6 %), bi v prihodnosti morali vključiti večje število vzorcev za bolj 
utemeljeno trditev o razlikovanju porekla liofiliziranih tartufov glede na aromatski profil. 
Pomembno bi bilo poznati celotno pot tartufa iz zemlje do laboratorija, ker so podatki 
običajno nepopolni (npr. shranjevanje in transport), kar ima velik vpliv na vsebnost HOS. 
Pozorni bi morali biti pri kvaliteti tartufov in upoštevati njihov času obiranja. Zanimivo bi 
bilo vključiti tudi vzorce iz drugih držav. 
 
4.1.5 Vpliv sočasne liofilizacije na aromatski profil hlapnih organskih spojin 
tartufov 
 
V sklopu magistrskega dela smo ugotavljali tudi vpliv sočasne liofilizacije vzorcev in 
možne razlike v aromi pri posamezno liofiliziranih vzorcih. Predhodnih študij o vplivu 
sočasne liofilizacije na aromo tartufov ni objavljenih, prav tako pa nismo zasledili, da bi 
bile objavljene študije o ločeni liofilizaciji po vrstah. Zanimalo nas je, ali lahko HOS 
prehajajo med vzorci ter ali sočasna liofilizacija vpliva na aromatski profil HOS. Splivallo 
in sod. (2011) poročajo, da so eksperimentalno potrdili, da so črni tartufi absorbirali 
majhno količino 2,4-ditiapentana, ko so bili shranjeni skupaj z vrsto T. magnatum pri 4 °C,  
kar kaže na možne prehode med HOS različnih vzorcev.  
  
V našo analizo sta bila vključena dva vzorca tartufov (T. Aestivum in T. Melanosporum). 
Vsak vzorec je bil liofiliziran na dva načina. Eden je bil liofiliziran posamezno, drugi pa 
sočasno z drugimi vzorci. Iz vsakega vzorca smo tako dobili dva, ki sta imela drugačen 
način liofilizacije. Najprej smo primerjali ali so rezultati samostojne liofilizacije bolj 
podobni povprečnih relativnim vsebnostim HOS svežih ali liofiliziranih vzorcev, kasneje 
pa ali so pri istem vzorcu, ki je bil liofiliziran sam in sočasno z drugimi pojavijo razlike v 
aromatskem profilu HOS. 
  
4.1.5.1    Vpliv sočasne liofilizacije na aromatski profil hlapnih organskih spojin vrste T. 
aestivum 
 
Pri vzorcu vrste T. Aestivum (slika 17), ki je bil liofiliziran posamezno so se v relativni 
vsebnosti nad 5 % pojavile HOS 2-butanon (47 %), 3-metilbutanal (26 %), 
1-metoksi-3-metilbenzen (8 %) in 2-metilbutanal (6 %), medtem ko so bile povprečne 
relativne vsebnosti glavnih HOS pri svežih tartufih 2-butanon (39 %), 2-butanol (15 %), 
2-metil-1-butanol (11 %) in dimetil sulfid (11 %), pri liofiliziranih pa 3-metilbutanal 
(36 %), 2-butanon (18 %) in 2-metilbutanal (8 %).  
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Slika 17: Primerjava relativnih vsebnosti hlapnih organskih spojin (HOS) (prisotnih nad 5 %) za samostojno 
liofiliziran vzorec ter povprečnih vsebnosti svežih in liofiliziranih tartufov pri vrsti T. aestivum. 
Čeprav ima samostojno liofiliziran vzorec bolj podobno vsebnost 2-butanona svežim 
vzorcem, kot liofiliziranim, se od svežih zelo razlikuje, ker ne vsebuje dimetil sulfida, 
2-metil-1-butanola in 2-butanola. Poleg tega sta pri samostojno liofiliziranem vzorcu 
prisotna 2-metilbutanal in 3-metilbutanal, ki jih pri svežih ni oz. v manjših relativnih 
vsebnostih. Glede na rezultate vidimo, da v primeru vrste T. aestivum samostojna 
liofilizacija vpliva na aromatski profil HOS. S samostojno liofiliziranim vzorcem smo 
primerjali tudi sočasno liofiliziran vzorec (slika 18). 
 
 
 
Slika 18: Primerjava relativne vsebnosti hlapnih organskih spojin (HOS) (prisotnih nad 5 %) posamezno in 
sočasno liofiliziranega vzorca vrste T. aestivum. 
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Ugotovili smo, da so bile HOS samostojno liofiliziranega vzorca identificirane tudi v 
vzorcu, ki je bil sočasno liofiliziran z drugimi, vendar so bile njihove relativne vsebnosti 
drugačne. Relativna vsebnost 2-butanona je bila 47 % nižja, medtem ko so bile višje 
vsebnosti 2-metil butanala (4 % višje), 3-metilbutanala (19 % višje) in 
1-metoksi-3-metilbenzena (11 % višje). Pri vzorcu, ki je bil liofiliziran sočasno z ostalimi 
je bil identificiran benzaldehid z relativno vsebnostjo 7 %, pri posamezno liofiliziran 
vzorcu pa je bil prisoten le v obsegu 1 %. 2-oktanon in 3-oktanon sta bila identificirana pri 
obeh vzorcih v obsegu 1–4 % relativne vsebnosti. Aromatski profil HOS se večinoma 
ujema, vendar se v nekaterih HOS razlikujeta.  
 
 
4.1.5.2 Vpliv sočasne liofilizacije na aromatski profil hlapnih organskih spojin vrste T. 
melanosporum 
 
Pri vzorcu vrste T. Melanosporum (slika 19), ki je bil liofiliziran sam, so se med HOS, ki 
so imele relativno vsebnost nad 5 %, nahajale 2-metilpropanal, aceton, 2-metilbutanal, 
3-metilbutanal in anisol. Najvišja relativna vsebnost med HOS je pripadala 2-metilbutanalu 
(21 %), 3-metilbutanalu (19 %), acetonu (7 %) in anisolu (7 %). Če primerjamo povprečne 
relativne vsebnosti glavnih HOS pri svežih tartufih, so le ti vsebovali največ 
2-metil-1-butanola (43 %), 1-metilpropil formata (10 %), 1-metoksi-3-metilbenzena (8 %), 
dimetil sulfida (6 %) in 2-metil-1-propanola (6 %), pri liofiliziranih pa heksana (5 %), 
2-metilbutanala (17 %), 3-metilbutanala (23 %) in 1-okten-3-ola (20 %). Na sliki 19 
imamo predstavljene razlike v vsebnosti HOS. 
 
 
 
Slika 19: Primerjava relativnih vsebnosti hlapnih organskih spojin (HOS) (prisotnih nad 5 %) za samostojno 
liofiliziran vzorec ter povprečnih vsebnosti svežih in liofiliziranih tartufov pri vrsti T. melanosporum. 
Čeprav ima samostojno liofiliziran vzorec bolj podobno relativno vsebnost acetona in 
anisola povprečnim relativnim vsebnostim HOS svežih vzorcev kot liofiliziranih, se od 
svežih razlikuje po višji vsebnosti 2-metilbutanal, 3-metilbutanala in nižji vsebnosti 
1-metoksi-3-metilbenzena. Pri samostojno liofiliziranem vzorcu v primerjavi z povprečno 
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vsebnostjo liofiliziranih vzorcev ni prisotnega 1-okten-3-ola in n-heksana. Glede na 
rezultate vidimo, da v primeru vrste T. melanosporum samostojna liofilizacija vpliva na 
aromatski profil HOS.  
 
Če primerjamo vzorec, ki je bil liofiliziran sam in vzorec, ki je bil liofiliziran sočasno z 
drugimi (slika 20), ugotovimo, da so vse HOS nad 5 % relativne vsebnosti tudi v vzorcu, ki 
je bil sočasno liofiliziran. Med vzorcema se pojavijo nekatere razlike v relativnih 
vsebnostih posameznih HOS. Opazili smo, da so v vzorcu, ki je bil sočasno liofiliziran 
relativne vsebnosti 2-metilbutanala za 7 % zmanjšane, 2-metilpropanala za 3 % zmanjšane, 
acetona za 4 % zmanjšane, in 3-metilbutanala za 1 % povečane. Pri vzorcu, ki je bil 
liofiliziran sočasno z drugimi, je bil poleg že omenjenih prisoten 1-okten-3-ol, ki je vzorec, 
ki je bil liofiliziran samostojno ni vseboval.  
 
 
 
Slika 20: Primerjava relativne vsebnosti hlapnih organskih spojin (HOS) (prisotnih nad 5 %) posamezno in 
sočasno liofiliziranega vzorca vrste T. melanosporum. 
 
Med HOS, ki so bile prisotne pod 5 % so samostojno in sočasno liofiliziranemu vzorcu 
skupne: acetaldehid, 2-pentanon, 2-metil-1-propanol, 3-oktanon, 1-metoksi-3-metilbenzen, 
2-metil propanojska kislina, 2-metil butanojska kislina in 1,2-dimetoksibenzen, in se 
razlikujejo vsebnosti 0-4 %. Aromatski profil se v prisotnosti HOS večinoma ujema, 
razlikujejo se njihove relativne vsebnosti. 
 
Ugotovili smo, da sočasna liofilizacija večih različnih vzorcev tartufov (vrst T. Aestivum in 
T. Melanosporum) v liofilizatorju vpliva na spremembe v aromatskem profilu HOS 
posameznega vzorca, vendar se prisotnost HOS večinoma ujema pri obeh načinih 
liofilizacije, pri čemer se pojavijo razlike med relativno vsebnostjo. Liofilizacija vsakega 
vzorca posebej ni primerna zaradi ekonomskega vzroka, saj je ta način precej dolgotrajen. 
V praksi je težko izvedljivo, da bi ob veliki količini vzorce liofilizirali posamezno. Kot ena 
izmed možnosti bi lahko bila, da se enake vrste tartufov liofilizirajo ločeno, s čimer bi se 
delno izognili prehajanju arom med vrstami tartufov, ter bi ohranjali vrstne značilnosti. Za 
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bolj zanesljive ugotovitve, bi morali v raziskavo vključiti večje število vzorcev ter preveriti 
kako vpliva ločena liofilizacija po vrstah in ali le ta vpliva na razlikovanje med vrstami in 
poreklom liofiliziranih tartufov glede na aromatski profil HOS, saj bi lahko spremenjene 
relativne vsebnosti res vplivale na interpretacijo rezultatov, kar bi bilo potrebno še 
podrobneje raziskati.  
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5 SKLEPI 
 
 
Glede na opravljene analize, pridobljene rezultate in razpravo lahko sklepamo: 
 
 Aromatski profil HOS med svežimi in liofiliziranimi tartufi vrst T. aestivum, T. 
brumale, T. magnatum in T. melanosporum se razlikuje. Ključne HOS značilne za 
sveže tartufe se z uporabo metode liofilizacije ne ohranijo. Rezultati kažejo, da se 
po liofilizaciji povečujejo večinoma vsebnosti aldehidov, zmanjšujejo pa vsebnosti 
alkoholov in žveplovih spojin. 
 
 Z linearno diskriminantno analizo smo ugotovili, da na podlagi HOS liofiliziranih 
tartufov, kjer je bila vrednost navzkrižne validacije > 80 % lahko razlikujemo med 
tartufi vrst T. aestivum, T. brumale, T. magnatum in T. melanosporum, kar potrjuje 
prvi del naše prve hipoteze.  
 
 Ugotovili smo, da čeprav se aromatski profil HOS s časom spreminja, se vrste 
liofiliziranih tartufov lahko ločujejo po 9 mesecih shranjevanja. Čas analize po 
shranjevanju vpliva na spremembe v vsebnosti HOS.  
 
 Drugi del prve hipoteze, s katero smo želeli ugotoviti ali lahko iz rezultatov 
določevanja HOS liofiliziranih tartufov določamo izvor tartufov, glede na naše 
rezultate ne moremo ne potrditi ne ovreči, saj je statistična analiza pokazala nizko 
navzkrižno validacijo 40,7 %. Rezultati kažejo, da bi bilo določevanje lahko 
možno, vendar bi za bolj zanesljive rezultate potrebovali večje število vzorcev.   
 
 Naša druga hipoteza je bila, da sočasna liofilizacija večjega števila vzorcev v 
liofilizatorju vpliva na spremembe v aromatskem profilu HOS tartufov. Hipotezo 
smo potrdili, saj so se med vzorci, ki so bili liofilizirani sami v primerjavi z 
povprečno relativno vsebnostjo svežih oz. liofiliziranih tartufov pojavljale razlike. 
Ravno tako je prišlo do razlik v aromatskem profilu HOS samostojno liofiliziranih 
tartufov v primerjavi z vzorci, ki so bili liofilizirani sočasno z drugimi. 
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6 POVZETEK 
 
Tartufi so eno izmed najdražjih živil na svetu, predvsem zaradi redkosti in težavnega 
nabiranja ter s strani potrošnikov cenjene intenzivne arome. Zaradi visokih cen so na 
tržišču velikokrat izpostavljeni potvorbam, kar predstavlja problem pri zagotavljanju 
varnosti in kakovosti živil pa tudi varstva potrošnikov. Njihova značilnost je hitra 
pokvarljivost, kar zahteva hitro izvedbo analiz. Liofilizacija je bila v predhodnih objavah 
omenjena, da v primerjavi z drugimi metodami kot so sušenje, zamrzovanje in sterilizacija, 
omogoča najboljše ohranjanje ključnih komponent arome in predstavlja najboljšo možnost 
za shranjevanje tartufov. Zato smo z našo študijo želeli preveriti kakšne so razlike v 
aromatskem profilu HOS med svežimi in liofiliziranimi tartufi vrst T. aestivum, T. 
brumale, T. magnatum in T. melanosporum, in ali lahko na podlagi aromatskega profila 
HOS liofiliziranih tartufov razlikujemo vrste in poreklo tartufov, ter ali sočasna liofilizacija 
vzorcev različnih vrst vpliva na aromatski profil HOS, kar bi lahko v nadaljnje uporabili za 
raziskave pri dokazovanju potvorb. 
 
Pridobljeni rezultati kažejo, da se je aroma po liofilizaciji pri vseh vrstah spremenila. 
Glavne spremembe so bile zaznane v povečevanju vsebnosti 2-metilbutanala in 
3-metilbutanala, ter zmanjšanju 2-metil-1-butanola in dimetil sulfida. Vse štiri vrste so zelo 
občutljive na proces liofilizacije. Povprečna relativna vsebnost ključnih HOS se je med 
svežimi in liofiliziranimi vzorci razlikovala. Po liofilizaciji se aromatski profil spremeni 
verjetno zaradi razgradnje aminokislin in maščobnih kislin ter nestabilnosti hlapnih 
komponent.  
 
V nadaljevanju smo raziskovali prvo postavljeno hipotezo, s katero smo želeli ugotoviti ali 
lahko razlikujemo različne vrste liofiliziranih tartufov in poreklo glede na aromatski profil 
HOS. Z navzkrižno validacijo > 80 % rezultati potrjujejo, da se liofiliziranimi tartufi vseh 
štirih vrst (T. aestivum, T. brumale, T. magnatum in T. melanosporum) ločijo med seboj. 
Presenetljivo so se vrste liofiliziranih tartufov boljše ločile od svežih. Zanimalo nas je, ali 
se bodo vrste po določenem času shranjevanja še vedno ločile, zato smo vključili analizo 
razlikovanja vrst liofiliziranih tartufov po 9 mesecih skladiščenja. Ugotovil smo, da se med 
shranjevanjem aromatski profil spremeni, vendar se vrste še vedno ločijo med seboj. Ločba 
je bila nekoliko slabša kot pred shranjevanjem, kar kaže na to, da je čas shranjevanja 
pomemben parameter pri določevanju razlikovanja med vrstami glede na aromatski profil 
HOS, kar bi bilo potrebno v prihodnosti še podrobneje raziskati. Sklepali smo, da se 
spremembe HOS izvršujejo v takšni smeri, da se ohranja specifičnost posamezne vrste. 
Obstajajo možnosti, da bi karakteristični profil liofiliziranih vrst lahko služil kot orodje pri 
razlikovanju med vrstami liofiliziranih tartufov glede na aromatski profil, ki pa ne bi 
temeljil na tipični aromi svežih tartufov. Za bolj zanesljive rezultate bi potrebovali večjo 
podatkovno bazo in znanje o spreminjanju in pretvorbah HOS med procesom liofilizacije 
in shranjevanjem. Liofilizirani tartufi vrste T. aestivum z različnim geografskim poreklom 
(Bloke, Spodnje Blato, Sežana in Žlebič) so se glede na aromatski profil HOS razlikovali. 
Čeprav je bila vrednost navzkrižne validacije nizka (40,7 %) in hipoteze nismo mogli ne 
potrditi ne ovreči, rezultati kažejo, da bi glede na HOS verjetno lahko določevali 
geografsko poreklo. Za zanesljivejše ugotovitve, bi bilo potrebno vključiti večje število 
vzorcev, podrobno upoštevati dejavnike, ki vplivajo na HOS (čas obiranja, zrelost, 
shranjevanje, transport) in optimizirati kriterij za identifikacijo HOS. 
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Raziskovali smo tudi ali sočasna liofilizacija vpliva na aromatski profil vrst T. aestivum in 
T. melanosporum, kar je bila naša druga hipoteza. Ugotovili smo, da sočasna liofilizacija 
večjega števila vzorcev vpliva na aromatski profil. Vsebnost HOS v vzorcih, ki so 
liofilizirani sami v primerjavi z vzorci, ki so liofilizirani sočasno z drugimi nekoliko 
razlikuje, prisotnost HOS pa je večinoma ista. Ker je zaradi ekonomskih razlogov, 
posamezna liofilizacija neprimerna, lahko eno izmed možnosti predstavlja posamezna 
liofilizacija vzorcev po vrstah. Pomembno je tudi, da se že od samega nabiranja tartufov pa 
do končne analize trudimo, da so vrste ločene med seboj, saj bomo s tem ohranjali pristno 
specifično aromo tartufov. 
 
Iz naših rezultatov vidimo, da aromatski profil HOS liofiliziranih tartufov lahko služi kot 
orodje pri razlikovanju vrst ter verjetno tudi geografskega porekla. Pomembno je, da se čez 
cel čas od pobiranja do končnih analiz poskrbi, da so vrste med seboj ločene, da ne pride 
do navzkrižne kontaminacije, ter da so tartufi ustrezne zrelosti in kvalitete. Za bolj 
zanesljive rezultate bi potrebovali nadaljnje študije z vključenim večjim številom vzorcev. 
Ker na aromo tartufov vpliva veliko dejavnikov je pomembno, da upoštevamo čas obiranja 
tartufov, njihovo shranjevanje in transport. Preverjanje in zagotavljanje primerne kakovosti 
tartufov na trgu je pomembno zaradi visokih cen tartufov in z njo povezanimi potvorbami. 
Zanesljivi rezultati določevanja HOS (preverjeni z validacijo) omogočajo ugotavljanje oz. 
ovrednotenje kakovosti ter identifikacijo vrst. Le ti prispevajo k ohranjanju kakovosti in 
zaščiti porekla tartufov.   
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